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Glossar 
 
 
bFGF basic fibroblast growth factor   
BSA bovine serum albumin 
CD-31    Cluster of Differentiation 31 (PECAM-1) 
D2-40 Anti-Podoplanin-Antikörper 
ELISA             Enzyme Linked Immunosorbent Assays 
i.v. intravenös 
kMet  kutane Melanommetastase 
LYVE-1 Lymphatic Vessel Endothelial Receptor 1 
MM primäres malignes Melanom 
NZN benigner Navuszellnävus 
NH Normalhaut 
PFS Progression free survival 
p.o. per os 
Podoplanin  Transmembranprotein lymphatischer Endothelzellen 
VA vessel area 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
VD vessel density 
VS vessel size 
TBS TRIS-gepufferte Kochsalzlösung  
TRIS Tromethamin (Trishydroxymethylaminomethan) 
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1.  Einleitung 
 
Das maligne Melanom ist ein hochaggressiver Tumor der von Melanozyten ausgeht und sich 
überwiegend an der Haut manifestiert. Bisher fehlen ausreichend effektive systemische 
Therapeutika in der Behandlung eines bereits metastasierten schwarzen Hautkrebses. Das 
Inhibieren der tumorassoziierten Gefäßneubildung stellt einen neuen vielversprechenden 
Therapieansatz dar. 
 
 
1.1  Das maligne Melanom 
 
1.1.1  Fakten 
 
Die Inzidenz des malignen Melanoms ist in den letzten Jahrzehnten deutlich gestiegen (Jemal 
et al., 2008). Weltweit geht man jährlich nun von 160.000 Neuerkrankten aus. Die höchsten 
Inzidenzraten des malignen Melanoms weisen Länder mit vorwiegend hellhäutiger 
Bevölkerung wie Australien, Nordamerika und Nordeuropa auf (Parkin et al., 2005). So 
wurde in den USA fürs Jahr 2009 mit 8650 melanombedingten Todesfällen gerechnet (Jemal 
et al., 2009). Mit anderen Worten: Jede Stunde stirbt ein US-Bürger an den Folgen seines 
metastasierten Melanoms. Betroffen sind vor allem Menschen im jungen und mittleren 
Lebensalter (Geller et al., 2002). Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegt das mediane Alter 
bei 54 Jahren (Buettner et al., 2005). Hohe intermittierende UV-Exposition in der Kindheit 
sowie eine Vielzahl von gutartigen melanozytären Nävi stellen neben dem hellen Hauttyp die 
wichtigsten Risikofaktoren dar (Veierod et al., 2003). Beide Geschlechter sind gleichermaßen 
betroffen. 
 
1.1.2  Charakteristik der Metastasierung 
 
Das Potential zur frühzeitigen Streuung ist beim schwarzen Hautkrebs ausgesprochen hoch. 
Die Ausbreitung erfolgt zunächst meist lymphogen. Nicht selten gehen lokale, intra-
lymphatische Tumorinvasionen dem Befall der drainierenden Lymphknoten voraus. Diese, 
vorwiegend kutanen Filiae, werden in tumornahe „Satelliten-Metastasen“ und tumorferne 
„In-transit-Metastasen“ differenziert. Darüber hinaus kann die Ausbreitung des malignen 
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Melanoms auch primär hämatogen verlaufen. Fernmetastasen befallen häufig Haut, Lunge, 
Leber, Knochen und Gehirn (Dadras et al., 2005). Prinzipiell können Melanommetastasen 
aber nahezu in jedes Organ des Körpers streuen.  
 
 
1.1.3  Prognostische Relevanz der Metastasierung 
 
Die klinische Bewertung eines diagnostizierten malignen Melanoms erfolgt durch das 
weltweit anerkannte, evidenzbasierte Staging-System des American Joint Committee on 
Cancer (AJCC) von 2009 (Balch et al., 2009). Vier Tumor-Stadien wurden in diesem System 
mittels prognostisch hochsignifikanter Kriterien festgelegt und durch die TNM- 
Klassifikation beschrieben. Je höher das ermittelte Stadium, desto schlechter die Prognose 
des Patienten. Während die maximale vertikale Tumordicke nach Breslow (Breslow, 1970), 
das Vorhandensein von Ulzeration und der Mitoseindex das Stadium I und II definieren, 
werden maligne Melanome allein durch den Nachweis von regionalen Mikro- oder 
Makrometastasen dem Stadium III und durch den Nachweis von Fernmetastasen dem 
Stadium IV zugeordnet. Im Stadium IV geht eine erhöhte Laktatdehydrogenase-
Konzentration im Blut mit einer weiteren Verschlechterung der Prognose einher. Die 
histologische Eindringtiefe nach Clark (Clark et al., 1969) findet im aktuellen Staging-
System auf Grund fehlender prognostischer Relevanz keine Berücksichtigung mehr. 
Tabelle 1 zeigt die mittlere 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit (5-JÜW) eines an 
malignem Melanom erkrankten Patienten unter Berücksichtigung des AJCC-Stadiums zum 
Zeitpunkt der Diagnosestellung. 
 
 
Tabelle 1:  AJCC-Stadien und deren mittlere 5-JÜW  
 
Stadium T N M 5-JÜW1 
I T1a – T2a N0 M0 93 - 97% 
II T2b – T4b N0 M0 53 - 82% 
III irrelevant N1a – N3 M0 39 - 70% 
IV irrelevant irrelevant M1a – M1c  9 -  27% 
15-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit; vereinfachte Darstellung, Orginal siehe: (Balch et al., 2001) ;  
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An Hand der Tabelle 1 wird deutlich, dass für Patienten mit metastasiertem malignen 
Melanom lediglich die operative R0-Resektion als potentiell kurative Intervention anzusehen 
ist. So liegt die mittlere Überlebenszeit für Patienten mit zumeist inoperablem AJCC-Stadium 
IV bei nur etwa 6 bis 9 Monaten (Tarhini and Agarwala, 2006) und die 5-Jahres-
Überlebenswahrscheinlichkeit bei ungefähr 12 Prozent. Trotz der Erkenntnis, dass durch eine 
frühzeitige Diagnose des maligen Melanoms die Prognose erheblich verbessert werden kann 
und trotz der daraus resultierenden weltweiten Zunahme an Screening- und 
Vorsorgemaßnahmen, werden noch immer eine Vielzahl von Melanomen erst in einem 
späten, fortgeschrittenem Stadium entdeckt (Demierre et al., 2005). 
 
 
1.1.4  Bisherige Therapie 
 
Aus medizinischer Sicht ist eine mit hoher Wahrscheinlichkeit kurative Behandlung des 
malignen Melanoms derzeit nur durch die vollständige Exzision des Primärtumors in einem 
frühen, nicht metastasierten Stadium möglich. Bis heute verfügt die Dermatologie über kein 
systemisches Therapieverfahren, welches das Gesamtüberleben von Patienten im 
fortgeschrittenen Stadium in einem ausreichenden Maße verbessert. 
International anerkannte Therapieempfehlungen für das maligne Melanom stellen die auf 
Evidenz und interdisziplinären Konsens basierenden Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft 
Dermatologische Onkologie (ADO) dar. So sollte jedes diagnostizierte maligne Melanom 
nach Möglichkeit mit einem durch die Tumordicke bestimmten Sicherheitsabstand zwischen 
0,5 cm und 2,0 cm operativ entfernt werden (Garbe et al., 2008a). Liegt die vertikale 
Tumordicke in der histopathologischen Untersuchung über 1,0 mm oder zeigen sich weitere 
ungünstige Prognosefaktoren wie Ulzeration, ist zusätzlich eine Sentinel-Node-Biopsie 
durchzuführen, sofern nicht schon im Rahmen der Ausbreitungsdiagnostik eine 
Metastasierung nachgewiesen werden konnte (Garbe et al., 2008c). Die Entnahme des 
Wächterlymphknotens hat vermutlich keine therapeutische Bedeutung, hilft aber eine 
genauere Prognose für den Patienten abgeben zu können. Ist die Biopsie frei von 
Mikrometastasen, die Tumordicke jedoch größer als 1,5 mm, wird eine Immuntherapie mit 
niedrigdosiertem Interferon α2 empfohlen. Prospektive Studien konnten unter dieser Therapie 
bei jenen Patienten mit sogenannten Hochrisiko-Melanomen (Stadium II) eine zusätzliche 
Verlängerung der rezidivfreien Überlebenszeit nachweisen (Cameron et al., 2001).  
  
                                                                4 
Hat das maligne Melanom ein metastasiertes Stadium erreicht, schwinden die Chancen auf 
Heilung eines solchen Patienten mit zunehmender Ausbreitung der Filiae. Der Grund dafür 
liegt zum einen in der hohen Resistenz des fortgeschrittenen Melanoms gegenüber den 
bisherigen Therapeutika und zum anderen in der hohen Rezidivneigung trotz operativer 
Intervention. Nicht selten werden Rezidive selbst nach Jahren der Tumorfreiheit 
diagnostiziert. 
Die im Tumorstadium III mit Befall der regionären Lymphknoten empfohlene radikale 
Lymphadenektomie, welche die krankheitsfreie Überlebenszeit signifikant verlängert 
(Morton et al., 2006), erzielt vielfach keine Kuration (Garbe and Eigentler, 2007). Studien 
bezüglich einer postoperativen, adjuvanten Interferontherapie im Stadium III zeigten zwar 
eine Verbesserung der Rezidiv- und Heilungsrate in einer Subgruppe von Melanompatienten. 
Diese Subgruppe ist derzeit aber durch keinen Biomarker zu detektieren (Hauschild et al., 
2008). Die Frage nach der optimalen Dosierung wird noch kontrovers diskutiert (Rass et al., 
2008). Eine Hochdosistherapie mit Interferon α 2b zeigte in bisherigen klinischen Studien 
aber die deutlichsten Ergebnisse.  
Im Tumorstadium IV sind die Möglichkeiten zur Heilung des Patienten meist erschöpft. Nur 
die radikale Resektion sämtlicher Fernmetastasen kann in seltenen Fällen eine kurative 
Intervention darstellen (Leo et al., 2000). Disseminierte Fernmetastasen sind aber häufig mit 
inoperablen Metastasen gleichzusetzen und stellen somit eine Indikation zur palliativen 
Therapie dar. Neben der operativen Resektion symptomatischer Metastasen, der stereo-
taktischen Bestrahlung von Hirnfiliae sowie der Radiotherapie von Knochenmetastasen und 
inoperablen Filiae hat sich bisher die Chemotherapie mit Dacarbazin (DTIC) für die 
Palliation etabliert. Eine Verlängerung der Gesamtüberlebenszeit konnte jedoch nicht erzielt 
werden (Garbe et al., 2008b). Neue Chemotherapeutika wie Temozolomid und Fotemustin 
zeigten in bisherigen Studien erste Vorteile gegenüber DTIC (Avril et al., 2004). Polychemo- 
und Chemoimmuntherapie selbst in Kombination mit Zytokinen konnten im Vergleich zu 
einer Monotherapie bisher nur die Remissionsrate nicht aber die Überlebenszeit signifikant 
erhöhen (Dorval et al., 1999) und werden auf Grund der deutlich höheren Toxizität nur in 
Einzelfällen empfohlen. Grundsätzlich sinkt die Wirksamkeit einer Chemotherapie mit 
zunehmender Ausbreitung der Metastasen.  
Zwar wurde die Therapie des malignen Melanoms durch die Leitlinien der ADO deutsch-
landweit an neueste, wissenschaftliche Erkenntnisse angepasst, die Prognose von Patienten 
mit disseminierten beziehungsweise inoperablen Fernmetastasen ist aber weiterhin infaust. 
Trotz intensiver Forschung der letzten Jahrzehnte konnte kein entscheidender Durchbruch in 
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der palliativen Behandlung fortgeschrittener maligner Melanome erzielt werden. Dennoch 
keimt seit wenigen Jahren neue Hoffnung. Auslöser dafür sind wachsende Erkenntnisse über 
die melanomspezifische Tumorbiologie, welche der Medizin neue Perspektiven für eine 
gezielte Therapie („Targeted-Therapie“) eröffnen. Die Targeted-Therapie umfasst eine 
Vielzahl von innovativen Wirkstoffen mit unterschiedlichsten Angriffszielen auf 
Pathophysiologie sowie Immunologie des malignen Melanoms. Einen bedeutenden Ansatz 
stellt dabei die Hemmung der Blut- und Lymphgefäßneubildung mittels Angiogenese-
Inhibitoren dar. Grund dafür ist die nachweislich immense Bedeutung von Angiogenese und 
Lymphangiogenese für Wachstum und Streuung eines jeden Tumors. Eine andere 
vielversprechende Targeted-Therapie sind c-Kit-Inhibitoren wie Imatinibmesylat, die in 
Studien an Melanompatienten mit einer nachweislich aktivierenden c-Kit-Mutation ein hohes 
therapeutisches Ansprechen zeigten (Carvajal et al., 2009). Eindrucksvoll waren auch die 
Studienergebnisse des selektiven Inhibitors von mutagenem B-Raf PLX4032. Hierbei wiesen 
siebzig Prozent der Patienten mit V600E-Mutation des B-Raf-Gens eine partielle oder 
komplette Remission unter einer Monotherapie mit PLX4032 auf (Flaherty et al., 2010). 
Ebenfalls hohe Erwartungen steckt man in den CTLA-4-Antikörper Ipilimumab. Dieser 
stimuliert die antitumorale T-Zell-Antwort und zeigte erstmals in einer Phase-III-Studie im 
Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit dem Vakzin gp100 eine signifikante Verlängerung des 
Gesamtüberlebens von Patienten mit fortgeschrittenem Melanomstadium (Hodi et al., 2010)  
Da Patienten mit metastasiertem malignen Melanom jedoch derzeit keine bewiesenermaßen 
effektive Standardtherapie angeboten werden kann, muss die Behandlung im Rahmen 
klinischer Studien als therapeutisches Vorgehen der Wahl angesehen werden.  
 
 
1.2  Angiogenese und Lymphangiogenese 
 
1.2.1  Physiologische und pathologische Bedeutung  
 
Die Neubildung von Kapillaren aus bestehenden Blutgefäßen wird Angiogenese genannt. Sie 
ist für Wundheilung ebenso notwendig wie für Menstruation und Embryogenese. Die 
Regulation der Angiogenese erfolgt durch ein komplexes Zusammenspiel diverser 
inhibierender und induzierender Faktoren. Eine proangiogenetische Schlüsselfunktion kommt 
dabei der Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF)-Familie zu. Die Signaltransduktion 
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dieser parakrin sezernierten Wachstumsfaktoren erfolgt über Tyrosinkinase-Rezeptoren, 
welche vorwiegend auf Endothelzellen exprimiert werden (Ferrara et al., 2003). VEGF-A, 
von dem bisher fünf Isomere beschrieben wurden, wird in Interaktion mit VEGF-Rezeptor 1 
(flt-1), VEGF-Rezeptor 2 (flk-1/KDR) und Neuropilin die größte Bedeutung aller fünf 
VEGF-Zytokine für die Neubildung sowie Permeabilität von Blutgefäßen zugeschrieben 
(Ferrara, 2004). 
Neben dem physiologischen Nutzen besitzt die Angiogenese aber auch ein enormes 
pathologisches Potential. So wird die Fähigkeit zur Gefäßneubildung als ein entscheidender 
Entwicklungsschritt für die Progression von Tumoren angesehen (Naumov et al., 2008). Das 
zuvor von Diffusion angrenzender Gefäße abhängige Tumorgewebe wird nun mittels 
neuformierter, einwachsender Kapillaren aktiv mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt. Dies 
hat ein enormes Wachstum des zuvor nur mikroskopisch detektierbaren Krebses sowie ein 
erhöhtes Risiko zur hämatogenen Metastasierung zur Folge (Folkman, 2002). Auslöser dieser 
pathologischen Gefäßneubildung sind neben mechanischem und metabolischem Stress vor 
allem genetische Mutationen des Tumors, die eine hormonelle Dysbalance zu Gunsten 
angiogenesestimulierender Faktoren bewirken (Carmeliet and Jain, 2000). So konnte eine 
erhöhte Sekretion an VEGF-A in einer Vielzahl von malignen Tumoren nachgewiesen 
werden (Masood et al., 2001). Die Summe der Faktoren, welche zur angiogenetischen 
Aktivität von Tumoren führt, wird als „angiogenic switch“ bezeichnet (Folkman et al., 1989). 
Schon 1971 postulierte Judah Folkman die Angiogenese-Abhängigkeit von Tumoren und 
schlussfolgerte für die Tumortherapie ein enormes Potential antiangiogenetischer 
Medikamente (Folkman, 1971). Seither wird die Neubildung von Blutgefäßen in malignen 
Tumoren intensiv erforscht.  
Ebenso steht die Neubildung von Lymphgefäßen, die sogenannte Lymphangiogenese, seit 
einigen Jahren im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. VEGF-C und VEGF-D in 
Interaktion mit dem VEGF-Rezeptor 3 (flt-4) wurden dabei als Schlüsselfaktoren identifiziert 
(Karkkainen et al., 2004). Der physiologische Nutzen von Lymphgefäßen liegt im 
Abtransport von Flüssigkeit und Proteinen aus dem Gewebe. Sie drainieren jedoch auch 
Tumorzellen, was eine lymphogene Metastasierung des Malignoms zur Folge hat (Mandriota 
et al., 2001). Klinische Studien zeigten eine positive Korrelation von tumorbedingter 
Lymphangiogenese und Befall des Sentinel-Lymphknoten (Skobe et al., 2001, Stacker et al., 
2001) 
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Dem Wissen über den enormen Einfluss der Angiogenese und Lymphangiogenese für 
Wachstum und Metastasierung von Tumoren folgte in logischer Konsequenz die 
Entwicklung spezifischer Inhibitoren.  
 
 
1.2.2  Bisherige Erkenntnisse zum malignen Melanom 
 
Das maligne Melanom gilt als besonders gefäßreicher Tumor. Schon vor vierzig Jahren 
wurde eine vermehrte Blutgefäßneubildung nach Transplantation humaner Melanome auf 
Versuchstiere beschrieben (Warren and Shubik, 1966). Viele Studien wiesen im Weiteren 
einen engen Zusammenhang zwischen Angiogenese und Progression des malignen 
Melanoms nach. So konnte sowohl in Ultraschall-Untersuchungen (Srivastava et al., 2003) 
wie auch in immunhistochemischen Analysen (Einspahr et al., 2007) eine deutliche Zunahme 
der Durchblutung maligner Melanome mit Zunahme des Tumorstadium beobachtet werden. 
Analog dazu wurde eine vermehrte Expression diverser proangiogenetischer Faktoren wie 
VEGF-A in fortgeschrittenen Melanomstadien festgestellt (Graeven et al., 1999). Die 
Fähigkeit zur Angiogenese-Stimulation wird u.a. als Voraussetzung für den Eintritt in das 
prognostisch ungünstigere, vertikale Tumorwachstum gesehen (Erhard et al., 1997). 
Die Lymphangiogenese des malignen Melanoms wird auf Grund der vorwiegend lympho-
genen Erstausbreitung ebenfalls intensiv erforscht. Immunhistochemische Untersuchungen 
konnten eine deutlich gesteigerte Lymphangiogenese bei metastasierten Primärtumoren 
nachweisen (Dadras et al., 2003). Weiterführende Analysen am Primärtumor sowie dessen 
Sentinel-Lymphknoten bescheinigten der peritumoralen Lymphgefäßdichte sogar eine hohe 
prognostische Aussagekraft für das Metastasierungsrisiko dieses Tumors (Dadras et al., 
2005).  
Die Erkenntnisse der letzten Jahre lassen somit einen engen Zusammenhang zwischen 
Angiogenese und Lymphangiogenese des malignen Melanoms und dessen Wachstum sowie 
Metastasierung vermuten. Die hieraus resultierende Hoffnung der Medizin, mit Hilfe 
innovativer Angiogenese-Inhibitoren, die Prognose von Melanompatienten entscheidend 
verbessern zu können, basiert jedoch im Wesentlichen auf Untersuchungen am Primärtumor. 
Spezifische Analysen zur Gefäßneubildung in Melanommetastasen in Hinblick auf die 
Antiangiogenesetherapie wurden bisher vernachlässigt. Dabei sind die Metastasen - und nicht 
der Primärtumor selbst - das Angriffsziel dieser systemischen Therapie bei Patienten mit 
fortgeschrittenem Melanomstadium. Spezifische Untersuchungen auf diesem Gebiet sind 
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somit dringend notwendig, um das Potential angiogenesehemmender Therapeutika besser 
beurteilen zu können. 
 
 
1.3  Angiogenese-Inhibitoren 
 
1.3.1  Wirkmechanismen und klinische Anwendung 
 
Im Jahr 2004 wurde mit Bevacizumab (Avastin®), einem neutralisierenden Antikörper gegen 
VEGF-A, der erste Angiogenese-Inhibitor für die systemische Therapie von Tumorpatienten 
durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Unter Hinzunahme dieses 
Wirkstoffes konnte sowohl das Gesamtüberleben als auch das progressionsfreie Überleben in 
einer Studie mit 813 an metastasiertem kolorektalem Karzinom erkrankten Patienten 
signifikant erhöht werden (Hurwitz et al., 2004). Damit wurde die von Judath Folkman 
dreiunddreißig Jahre zuvor formulierte These, Angiogenese-Inhibitoren seien in der Lage, 
Tumorerkrankungen in eine chronisch, kontrollierbare Erkrankung zu überführen, enorm 
bekräftigt. Die Foschung weltweit reagierte mit einer massiven Zunahme an Entwicklung und 
Erprobung neuer, vielversprechender Angiogenese-Inhibitoren. 
Auf Grund der physiologisch zumeist untergeordneten Bedeutung von Gefäßneubildung wird 
dieser Therapie eine hohe Tumorselektivität sowie ein geringes Nebenwirkungsprofil 
zugesprochen und sie somit der Targeted-Therapie zugeordnet. Dass die Inhibition patho-
logischer Gefäßneubildungen eine wichtige tumorsuppressive Funktion darstellt, konnte dank 
der Entdeckung und Untersuchung endogener Angiogenese-Inhibitoren wie Tumstatin und 
Endostatin erstmals demonstriert werden. So zeigen Tumstatin-defiziente Mäuse ein 
hochsignifikant beschleunigtes und Endostatin-überexprimierende Mäuse hingegen ein 
hochsignifikant verlangsamtes Tumorwachstum (Sund et al., 2005). Interferon alpha war das 
erste körpereigene Molekül, dem antiangiogenetische Aktivität nachgewiesen wurde 
(Ezekowitz et al., 1992). Es wird noch heute bei der Therapie lebensbedrohlicher Häm-
angiome eingesetzt.  
Angiogenese-Inhibitoren unterscheiden sich mitunter erheblich in ihrem Wirkmechanismus 
und in ihrer klinischen Anwendung. Der monoklonale Antikörper Bevacizumab beispiels-
weise ist heutzutage zur First-Line-Therapie fortgeschrittener Tumore des Dickdarms, der 
Lunge und der Brust zugelassen. Des Weiteren wird er mit großem Erfolg als Off-Label-
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Therapie gegen die altersabhängige Makuladegeneration eingesetzt (Michels et al., 2005). Im 
Sinne der Wirkungssteigerung wurden Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Sunitinib (Sutent®) 
entwickelt, welche die VEGF-Rezeptoren 1-3 sowie die PDGF-Rezeptoren α und β 
inhibieren und damit neben der Angiogenese auch die Lymphangiogenese sowie die 
Tumorproliferation hemmen. Sunitinib ist gegen fortgeschrittene, gastrointestinale Stroma-
tumoren zugelassen (Demetri et al., 2006). Hohe Erwartungen steckt man auch in 
Multikinase-Inhibitoren wie Sorafenib (Nexavar®). Er hemmt die proangiogenetischen 
VEGF-Rezeptoren und die proliferativ wirkenden Raf-Kinasen. Erst kürzlich wurde dieser 
Wirkstoff für die Behandlung metastasierter Nieren- und Leberzellkarzinome zugelassen 
(Kane et al., 2006). So zeigt Sorafenib auch als Monotherapie eine Verlängerung des 
Gesamtüberlebens von Patienten mit fortgeschrittenem Leberzellkarzinom (Llovet et al., 
2008). 
Bedingt durch wachsende Erkenntnisse bezüglich der molekularen Mechanismen der 
Gefäßneubildung, werden laufend neue Angiogenese-Inhibitoren entwickelt. Wie vielseitig 
die Angriffspunkte von Angiogenese-Inhibitoren sind, wird an Dalteparin (Fragmin®), dem 
Hemmstoff der Metalloprotease Aggrecanase deutlich (Thodiyil and Kakkar, 2002). In einer 
Phase-II-Studie zum Ovarialkarzinom wird derzeit geprüft, wie sehr die dadurch unterdrückte 
Fähigkeit zur partiellen Gewebeauflösung das Aussprießen neuer Gefäße hemmt und die 
Prognose von Patienten verbessert. 
 
 
1.3.2  Klinische Studien am malignen Melanom 
 
Da es bisher keine effektiven Therapieansätze gegen den schwarzen Hautkrebs im fort-
geschrittenen Stadium gibt, wurden in den letzten Jahren viele klinische Studien mit 
Angiogenese-Inhibitoren initiiert, in der Hoffnung, ähnlich beeindruckende Ergebnisse wie 
vorzugsweise beim Kolon- oder Nierenzellkarzinom zu erzielen. 
In verschiedenen Phase-II-Studien zeigten Thalidomid sowie dessen Analogon Lenalidomid 
am metastasierten Melanom eine gut verträgliche, antitumorale Wirksamkeit in Kombination 
mit Zytostatika (Hwu et al., 2003). Eine Phase-III-Studie mit Lenalidomid in der Mono-
therapie mußte jedoch auf Grund fehlender Wirksamkeit abgebrochen werden (Lorigan et al., 
2008). Ähnliche Ergebnisse erzielte man mit dem Angiogenese-Hemmer Bevacizumab.  
Während unter Monotherapie vielversprechende Ergebnisse ausblieben (Varker et al., 2007), 
konnte eine gute Wirksamkeit unter Kombination mit Chemotherapeutika gezeigt werden 
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(Perez et al., 2009). Der zu vermutende Synergieeffekt von Angiogenese-Inhibitoren und 
Zytostatika offenbarte sich auch für den Wirkstoff Sorafenib. Erst unter der Kombination mit 
DTIC beobachtete man in einer placebokontrollierten Phase-II-Studie ein hohes Potential in 
der palliativen First-line-Behandlung von Patienten. So erzielte die Kombinationstherapie 
eine Verlängerung des mittleren, progressionsfreien Überlebens von 1,5 auf 2,7 Monate 
(McDermott et al., 2008). Dieser Erfolg von Sorafenib konnte in Kombination mit 
Carboplatin und Paclitaxel in einer kürzlich publizierten Second-Line-Phase-III-Studie mit 
Patienten im fortgeschrittenen Melanomstadium nicht wiederholt werden (Hauschild et al., 
2009). Unter der Kombination mit pegyliertem Interferon α 2b konnte erst kürzlich in einer 
Phase-II-Studie eine begrenzte klinische Wirksamkeit, aber auch deutliche Nebenwirkungen 
auf Grund vermehrter Blutungsneigung beobachtet werden (Egberts et al., 2011). Dennoch 
deuten weitere kürzlich veröffentlichte Studienergebnisse darauf hin, dass die kombinierte 
Anwendung empfohlender Chemotherapeutika mit Angiogenese-Inhibitoren zukunftsweisend 
ist. So zeigten erste Ergebnisse der Phase-II-Studie BEAM in der Behandlung von Patienten 
mit metastasiertem malignen Melanom eine statistisch signifikante Verlängerung des 
Gesamtüberlebens von 8,6 auf 12,3 Monaten unter der Kombination von Carboplatin und 
Pacitaxel mit Bevacizumab. Ebenfalls war eine deutliche Zunahme in der Ansprechrate und 
im progressionsfreien Überleben unter dieser Kombinationstherapie zu verzeichnen (O’Day 
et al., 2009). Auf Grund dieser und ähnlicher Studiendaten ist die Initiierung entsprechender 
Phase-III-Studien mit Angiogenese-Inhibitoren wie Bevacizumab wohl nur noch eine Frage 
der Zeit. 
 
 
1.3.3  PTK/ZK 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Wirksamkeit des Tyrosinkinase-Inhibitors 
PTK787/ZK222 584 (PTK/ZK, Vatalanib®) an Patienten mit inoperabel metastasiertem 
Melanom analysiert. Hierzu wurden neben der Klinik der Patienten, der Histologie und der 
Gefäßarchitekur der kutanen Melanommetastasen auch die VEGF-Plasmakonzentration im 
Therapieverlauf untersucht.  
PTK/ZK gehört in die Gruppe der oral verfügbaren Tyrosinkinase-Inhibitoren und wurde von 
dem Pharmaunternehmen Novartis in Kooperation mit der Bayer Schering AG entwickelt. 
Der Wirkstoff hemmt sämtliche VEGF-Rezeptoren, den PDGF-Rezeptor ß sowie den c-Kit- 
und c-Fms-Rezeptor (Hess-Stumpp et al., 2005). In experimentellen Studien am Tiermodell 
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führte PTK/ZK zu einer signifikanten Reduktion der Angiogenese, des Wachstums und der 
Metastasierung von Tumoren (Drevs et al., 2000). Ebenso wurde in Studien am Melanom-
model eine Überlegenheit gegenüber selektiven VEGF-Antikörpern und eine deutliche 
Wirkungssteigerung von Chemotherapeutika nach Hinzugabe dieses Tyrosinkinase-Inhibitors 
beschrieben (Sini et al., 2008). Zwar erbrachten zwei große Phase III-Studien am 
metastasierten kolorektalen Karzinom (CONFIRM-1/2) keinen signifikanten Vorteil im 
Gesamtüberleben durch Kombination mit der Standardtherapie Folfox-4 (Koehne et al., 
2006), eine Metaanalyse zeigte jedoch unter dieser Therapie eine signifikante Verlängerung 
des progressionsfreien Überlebens von Patienten mit hohen LDH-Spiegeln (Major et al., 
2006). Vor allem auch die vielversprechenden Ergebnisse präklinischer PTK/ZK-Studien am 
malignen Melanom begründeten die hohen Erwartungen an diese klinische Studie. 
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2.  Ziele der vorliegenden Arbeit 
 
Betrachtet man die wissenschaftlichen Erkenntnisse hinsichtlich der Bedeutung von 
Angiogenese und Lymphangiogenese für Wachstum und Metastasierung des primären 
malignen Melanoms, so erscheint es widersprüchlich, dass Angiogenese-Inhibitoren bisher 
keinen Durchbruch in der Behandlung jenes Tumors erzielen konnten. Ziel der Arbeit war es, 
mögliche Ursachen für dieses Paradoxon zu finden, um zukünftig die Wirksamkeit der 
Antiangiogenesetherapie und damit auch die Prognose von Patienten mit metastasiertem 
malignen Melanom verbessern zu können. 
Hierzu wurden erstmals die Metastasen des schwarzen Hautkrebs, als konkretes Zielgewebe 
der Antiangiogenesetherapie, in Form kutaner Melanomfiliae in den Mittelpunkt spezifischer 
Analysen zur Angiogenese und Lymphangiogenese gestellt. Primär sollte untersucht werden, 
ob das Ausmaß der Blut- und Lymphgefäßneubildung im Metastasengewebe tatsächtlich mit 
dem in Primärtumoren vergleichbar ist. Darüber hinaus sollte erstmalig die Wirkung des 
Angiogenese-Inhibitors PTK/ZK auf kutane Melanommetastasen und deren Vaskularisation 
in einer klinischen Phase-II-Studie analysiert werden. Dabei sollte auch nach möglichen 
Escapemechanismen der Melanommetastasen gegenüber Angiogenese-Inhibitoren und nach 
Ursachen für den häufig beschriebenen Synergieeffekt von Chemotherapeutika und jener 
Targeted-Therapie gesucht werden. In Hinblick auf die bis dato infauste Prognose von 
Patienten mit fortgeschrittenem Melanomstadium bestand eine weitere Aufgabe dieser Arbeit 
darin, auf immunhistochemischer, immunserologischer und auch klinischen Ebene nach 
möglichen Einflussfaktoren und Biomarkern zu fanden, deren Kenntnis relevant für eine 
Verbesserung der Antiangiogenesetherapie beim metastasierten malignen Melanom sein 
könnten.  
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3.  Material und Methoden 
 
3.1  Analysen zur Angiogenese und Lymphangiogenese in kutanen Melanom- 
       metastasen 
 
3.1.1  Material 
 
Die Gewebeproben, welche im Rahmen dieser Arbeit auf Angiogenese und Lymphangio-
genese analysiert wurden, sind in der Klinik für Dermatologie, Venerologie und Allergologie 
des Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, im Jahr 2007 entnommen 
worden. Die eindeutige Befundung dieser Exzisionen durch mindestens zwei 
Dermatohistopathologen bildete die Grundlage für die Unterteilung in folgende 4 Gruppen: 
 
-   Gruppe kMet:      20 Proben kutaner Melanommetastasen 
-   Gruppe NH:         21 Proben normaler Haut 
-   Gruppe NZN:      20 Proben benigner Nävuszellnävi 
-   Gruppe MM:        21 Proben primärer maligner Melanomen 
 
Dabei wurden in Gruppe MM nur primäre maligne Melanome der verhornten Haut sowie 
einer Tumordicke nach Breslow von mindestens 1,0 mm berücksichtigt und die Normalhaut 
in Gruppe NH durch deren tumorfreie Randbereiche repräsentiert. In Gruppe NZN durften 
die epidermokoriale Nävuszellnävi keine dysplastischen Anteile aufweisen. Die Proben 
wurden unabhängig von Lokalisation und Geschlecht ausgewählt. Die Patienten waren 
volljährig und befanden sich bis zum Zeitpunkt der Exzision in keiner antivaskulären 
therapeutischen Behandlung. Relevante Informationen über jene Patienten wurden den 
Krankenakten sowie den histopathologischen Befunden entnommen.  
Die Operationsresektate wurden nach Entnahme in 4,5%-igem, gepuffertem Formaldehyd 
fixiert und in Paraffinblöcken eingebettet. Insgesamt bildeten 82 Paraffinblöcke die Basis 
anschließender Untersuchungen. Tabelle 2 zeigt die wesentlichen Eigenschaften dieser vier 
Patientengruppen. 
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Tabelle 2:  Eigenschaften der Patientengruppen 
 
Eigenschaften Gruppe kMET Gruppe MM / NH Gruppe NZN 
Zahl der Patienten 20 21 20 
Frauen 14 11 7 
Männer 6 10 13 
Alter bei Probenexzision    
Mittelwert 65 73 51 
Spannweite 36-87 49-98 18-101 
Lokalisation    
Kopf/Hals 2 3 2 
Rumpf 6 6 9 
obere Extremität 6 4 4 
untere Extremität 6 8 5 
 
 
3.1.2  Methodik 
 
Um das Ausmaß der Gefäßneubildung in den verwendeten Gewebeproben untersuchen zu 
können, wurden 5 µm dünne Paraffinschnitte mittels eines Rotationsmikrotom angefertigt, 
auf silanbeschichtete Objektträger aufgezogen und anschließend immunhistochemisch 
angefärbt. Die morphometrische Gefäßanalyse erfolgte computerassistiert mit Hilfe der IP-
Lab-Software (Scanalytics, Fairfax, USA). 
 
 
3.1.2.1  Immunhistochemie 
 
Die Immunhistochemie nutzt die Spezifität von Antikörpern um das Verteilungsmuster 
bestimmter Antigene auf einem histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Das wenige 
Mikrometer dünne Gewebe wird mit einem mono- bzw. polyklonalen Antikörper in vitro 
inkubiert und dieser wiederum nach Bindung an das Epitop des nachzuweisenden Antigens 
mit Hilfe einer Färbereaktion, die durch ein antikörpergebundenes Enzym katalysiert wird, 
visualisiert. Man unterscheidet dabei zwischen der direkten Nachweismethode, in der der 
primäre Antikörper enzymmarkiert ist und der indirekten Nachweismethode, wo mindestens 
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ein weiterer Antikörper verwendet wird, der gegen den unmarkierten primären Antikörper 
gerichtet ist und diesen mittels eines Detektionssystems sichtbar macht. Die direkte Methode 
ist schnell in der Durchführung, jedoch ist ihr die indirekte Methode in Farbintensität, 
Sensitivität und im Kostenpunkt deutlich überlegen. Häufig verwendetes Enzym ist die 
alkalische Phosphatase und die Peroxidase. 
Für die immunhistochemische Darstellung der Architektur von Blut- und Lymphgefäßen in 
den unterschiedlichen histologischen Geweben wurde in dieser Arbeit die Avidin-Biotin-
Komplex-Methode verwendet. Die ABC-Färbemethode gehört in die Gruppe der indirekten 
Nachweisverfahren und ist durch eine hohe Sensitivität und Spezifität gekennzeichnet. Sie 
macht sich die hohe Bindungsaffinität von Avidin (Gykoprotein im Hühnereiweiß) bzw. 
Steptavidin (Pilz-Protein) gegenüber Biotin (Vitamin H) zunutze. Ein biotinylierter 
sekundärer Brückenantikörper, der an den primären Antikörper bindet, ist dadurch die 
Zielstruktur eines ABC-Komplexes, welcher aus Avidin und dem verwendeten biotinylierten 
Enzym besteht. Dieser bewirkt dann die Färbung der gewünschten Zielstruktur nach Zufuhr 
des spezifischen Chromogen-Substrates. 
 
 
3.1.2.2  Protokoll 
 
Die zu färbenden Schnittpräparate wurden in Xylolersatz (Histo-Clear®, Biozym Scientific 
GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) entparaffiniert (2x 10min) und mittels einer 
absteigenden Alkoholreihe bis 70% sowie Aqua dest. (10min) rehydriert. Die anschließende 
Hitzedemaskierung erfolgte im mit Citratpuffer gefüllten Dampfgarer (20min). Nach 
Blockierung der Gewebe durch 1% TBS + 12% BSA (20min) wurde der primäre Antikörper 
auf den Objektträger aufgetragen und unter den zuvor definierten Bedingungen inkubiert. Im 
Anschluss an eine Spülung mit 1% TBS +Tween (2x 3min) wurde der sekundäre Antikörper 
auf das Gewebe pipettiert. Nach erneuter Spülung wurde den Geweben der ABC-Komplex 
(Vectastain ABC AP-Kit, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) zugegeben (30min). 
Sie wurden danach mit Tris-Puffer-Base gewaschen (3x 3min) und mit dem Substrat 
(Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) inkubiert 
(30min). Im Anschluss an die erfolgte Farbreaktion wurden die Objektträger in Aqua dest. 
gespült (5min) und dann einer Zellkernfärbung mittels Hämalaun unterzogen (30sek mit 
10min Bläuen). Im abschließenden Schritt fand eine Dehydrierung der Gewebeschnitte 
mittels einer aufsteigenden Alkohlreihe bis 100% statt und die gefärbten, histologischen 
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Schnittpräparate wurden mit Eukitt eingedeckt. Für die Spezifitätskontrolle wurde jeweils der 
primäre Antikörper bei allen immunhistochemischen Färbungen weggelassen.  
Um die Angiogenese in den Gewebeschnitten darstellen zu können, wurde der panvaskuläre 
Marker CD-31 verwendet. Für eine separate Analyse der Lymphangiogenese wurde LYVE-1 
als spezifische Lymphgefäßmarker genutzt. Dieser wies in Vorversuchen eine höhere 
Spezifität als der Lymphgefäßmarker Podoplanin auf. Sämtliche verwendeten Antikörper 
zuzüglich relevanter Informationen sind in Tabelle 3 aufgeführt. 
 
 
Tabelle 3:  Verwendete Antikörper für die immunhistochemische Diagnostik 
 
Primärer Antikörper              Firma / Typ Verdünnung Anwendung 
Anti-CD-31 DAKO, monoklonal, mouse       1:40    1h (RT) 
Anti-LYVE-1 RELIA-Tech, monoklonal, rabbit       1:200    üN (4°C) 
Anti-Podoplanin RELIA-Tech, monoklonal, mouse       1:50    üN (4°C) 
Anti-CD-68 DAKO, monoklonal, mouse       1:200    üN (4°C) 
Sekundärer Antikörper    
Anti-Mouse DAKO, polyklonal, rabbit       1:200   30min (RT) 
Anti-Rabbit DAKO, polyklonal, swine       1:200   30min (RT) 
 
 (RT = Raumtemperatur, üN = über Nacht) 
 
 
3.1.2.3 Gefäßanalysen 
 
Für die Beurteilung der Angiogenese und Lymphangiogenese von kutanen Melanom-
metastasen, primären maligen Melanomen, benignen Nävuszellnävi und Normalhaut wurden 
die immunhistochemisch angefärbten Schnittpräparate unter einem Nikon E-600 Licht-
mikroskop untersucht und das jeweilige Areal mit der höchsten sichtbaren Dichte an 
angefärbten Blut- bzw. Lymphgefäßstrukturen unter 25x Vergrößerung lokalisiert. Dieses 
Areal wurde mit einer SPOT-Digitalkamera bei 100facher Vergrößerung fotographiert, 
digital gespeichert und als “Hot-Area“ definiert. Diese Hot-Area bildete die Grundlage für 
die mittels IP-Lab-Software® (Scanalytics, Fairfax, USA) durchgeführten Gefäßanalyse. 
Folgende Eigenschaften der Hot-Area wurden mit Hilfe dieser Software berechnet: 
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-   Gefäßdichte (VD, vessel density): Gefäßanzahl / Fläche [mm¯²] 
-   relative Gefäßfläche (VA, vessel area): gesamte Gefäßfläche / Fläche [%] 
-   mittlere Gefäßgröße (VS, vessel size): gesamte Gefäßfläche / Gefäßanzahl [µm²] 
 
Die Grenze der Hot-Area in normaler Haut wurde zur Tiefe mit einem Abstand von 200 µm 
zur epithelialen Basalmembran festgelegt. In Bezug auf die kutanen Melanommetastasen, 
primären malignen Melanomen und benignen Nävuszellnävi wurde die Grenze der Hot-Area 
mit einem Abstand von 200 µm zur Tumorgrenze definiert. Die Tumorgrenze wurde unter 
Beurteilung der Hämatoxylin/Eosin-Färbung sowie der Hoechst-Kernfärbung bestimmt. Sie 
diente in tiefergreifenden Untersuchungen zur Hot-Area von kutanen Metastasen und 
Primärtumoren ebenfalls als Trennlinie zwischen intratumoralem und peritumoralem 
Gewebe. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Prinzip zur Erforschung der 
Gefäßneubildung in den jeweiligen Gewebearten wird in Abbildung 1 veranschaulicht. 
 
Abbildung 1:  Erläuterungen zur Festlegung und Analyse der Hot-Area  
 
 
 
A: Normalhaut 
Die Fläche zwischen der gelben Linie (Basalmembran) und der 200µm distal davon gelegenen grünen Linie 
repräsentiert die zu analysierende Hot-Area.  
 
B: Tumorgewebe  
Im Tumorgewebe liegt die kaudale Begrenzung der Hot-Area (grüne Linie) 200µm distal der Tumorgrenze 
(blaue Linie), welche intratumorales (I) von peritumoralem (P) Gewebe trennt. 
 
Grundlage der computerassistierten Auswertung bilden die rötlich angefärbten Gefäße (*) innerhalb der Hot 
Area. Nicht berücksichtigt werden Gefäße, welche die Begrenzungslinien berühren (Pfeil).  
[CD-31-Färbung, A :100fach vergrößert ; B: 25fach vergrößert ; Maßstabsbalken: 200µm] 
I 
P 
* 
* 
 
A 
↑ 
* * 
B 
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3.2  Analysen zur Wirkung von PTK/ZK auf metastasierte maligne Melanome 
 
3.2.1  Material 
 
Die Wirkung des Tyrosinkinase-Inhibitors PTK/ZK bei Patienten mit fortgeschrittenem 
malignen Melanom wurde an einer multizentrischen, randomisierten Phase-II-Studie 
retrospektiv untersucht. Unter der Leitung der Klinik für Dermatologie, Venerologie und 
Allergologie des Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel wurden in dieser 
klinischen Studie folgende zwei Therapiearme parallel durchgeführt, um den therapeutischen 
Effekt von PTK/ZK in Monotherapie und in Kombination mit Dacarbazin nachweisen zu 
können: 
 
-   Arm A:    täglich 1250 mg PTK/ZK (p.o).in Monotherapie 
-   Arm B:    täglich 1250 mg PTK/ZK (p.o) in Kombination mit 850 mg/m² Dacarbazin (i.v.) 
 
Auf Grund einer veränderten Entwicklungsstrategie von Seiten der Bayer Schering AG 
wurde die im August 2006 initiierte PTK/ZK-Studie im Jahr 2007 vorzeitig beendet. Im 
Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit konnte jedoch der klinische Verlauf und das 
Material von zwei Patienten des Studienarms A und drei Patienten des Studienarms B 
analysiert werden. Die Grundlage dafür bildeten zum einen die patientenbezogenen 
Fallberichte und zum anderen Tumorgewebe kutaner Melanommetastasen und Blutplasma, 
welches den Probanden vor und nach 57 Behandlungstagen entnommen wurde. 
 
 
3.2.2  Methodik 
 
Die relevanten Informationen über die Probanden, deren Tumorausbreitung sowie deren 
klinischen Verlauf unter der Behandlung mit dem Angiogenese-Inhibitor PTK/ZK wurden in 
den Fallberichten dieser klinischen Studie ausführlich dokumentiert. Es wurden in diese 
Studie nur Patienten mit einem inoperablen Tumorstadium von III oder IV aufgenommen, 
welche bis zu diesem Zeitpunkt mit Ausnahme einer adjuvanten Immuntherapie keine 
systemische Behandlung erhalten haben. Um die Angiogenese und Lymphangiogenese in den 
kryokonservierten, kutanen Melanommetastasen untersuchen zu können, wurden 8 µm dünne 
Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden unter Verwendung des CD-31- und LYVE-1-
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Markers immunhistochemisch angefärbt und hinsichtlich der Gefäßarchitektur ausgewertet. 
Das in Kapitel 3.1 beschriebene Färbeprotokoll wurde an die Verfahrensweise bei kryo-
konservierten Gewebeschnitten angepasst. Anstelle der alkalischen Phosphatase wurde 
Peroxidase als Katalysator der Farbreaktion verwendet. Zusätzlich wurde die Konzentration 
an VEGF-A sowie VEGF-C und VEGF-D in den Plasmaproben der Patienten mit Hilfe 
quantitativer Immunoassays bestimmt, um die Reaktion maligner Melanommetastasen auf 
PTK/ZK unter dem Gesichtspunkt der Angiogenese und Lymphangiogenese genauer zu 
erforschen. Es wurde dabei Citrat-Theophyllin-Adenosin-Dipyridamol (CTAD)-Plasma 
verwendet, welches nach derzeitigen Erkenntnissen für die Messung der VEGF-
Konzentration im Blut am geeignetesten ist (Wynendaele et al., 1999).   
 
 
3.2.2.1 Immunoassay 
 
Unter dem Begriff Immunoassay werden Methoden der Bioanalytik zusammengefasst, mit 
denen Analyte in Flüssigkeiten nachgewiesen werden können. Ebenso wie die Immun-
histochemie machen sich Immunoassays dabei die hohe Spezifität und Bindungsstärke von 
Antigen und Antikörper zu nutze. Die zu bestimmende Struktur bindet an einen hochaffinen 
Partner, welcher wiederum an eine feste Phase fixiert ist. Das Analyt wird anschließend mit 
einem Nachweisträger markiert und durch ein passendes Detektionsprinzip qualitativ oder 
quantitativ gemessen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden spezifische, quantitative Sandwich-ELISAs (Quantikine®, 
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) zur Bestimmung der jeweiligen VEGF-
Konzentration im Plasma verwendet. Deren Mikrotiterplatten im 96-Well-Format sind mit 
einem hochaffinen Primärantikörper beschichtet. An das daran bindende VEGF-Molekül 
heftet sich in einem nächsten Schritt ein nichtkompetitiver Sekundärantikörper. Dieser 
wiederum ist mit Peroxidase konjugiert, welche die gewünschte Farbreaktion katalysiert. Mit 
Hilfe eines Absorbtions-Photometers (Sunrise Remote®, Tecan Group Ltd., Männedorf, 
Schweiz) und der erstellten Standardkurve wird im Anschluss die Konzentration des Analyts 
bestimmt. 
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3.2.2.2  Protokoll 
 
In die mit 100 µl Pufferlösung gefüllten, beschichteten Wells wurden 100 µl der Standard-
lösungen oder der zu analysierenden Plasmaproben pipettiert. Nach 2-stündiger Inkubation 
bei Raumtemperatur wurden die Wells in 3 Zyklen gewaschen und 200 µl des konjungierten, 
polyklonalen Sekundärantikörpers für ebenfalls 2 Stunden hinzugegeben. Die Wells wurden 
im nächsten Schritt erneut in 3 Zyklen gewaschen und anschließend mit 200 µl 
Substratlösung gefüllt. Die im Dunkeln ablaufende Farbreaktion wurde nach 25 Minuten 
durch die Hinzugabe von 50 µl Schwefelsäure gestoppt. Innerhalb von 30 Minuten wurde 
dann die Absorbtion der verfärbten Wells-Lösungen unter dem ELISA-Plattenleser bei einer 
Wellenlänge von 450 nm photometrisch gemessen. Für jede Platte wurde eine eigene 
Standardkurve erzeugt. Sämtliche Standards und Proben wurden als Trippelwerte bestimmt. 
 
 
3.3  Statistische Auswertung 
 
Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe der Software GraphPad Prism (Version 4.0, 
GraphPad Software Inc. ©1992-2003) statistisch ausgewertet und die dazugehörenden 
Diagramme im Ergebnisteil ebenfalls mit dieser Software erstellt. Wenn nicht anders 
angegeben, wurden die Ergebnisse als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 
angezeigt. Ein p-Wert ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant festgelegt. Der statistische 
Vergleich zweier Datenmengen wurde mit Hilfe des ungepaarten Mann-Whitney-U-Test 
durchgeführt. Für drei zu vergleichende Datenmengen wurde der Kruskal-Wallis-Test 
angewendet und für intraindividuelle Vergleiche der Wilcoxon Vorzeichen-Rangtest. 
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4.  Ergebnisse  
 
4.1  Angiognese und Lymphangiogenese in kutanen Melanommetastasen 
 
4.1.1  Angiogenese  
 
Das Ausmaß der Gefäßneubildung in kutanen Melanommetastasen wurde immunhisto-
chemisch mit dem panvaskulären Endothelmarker CD-31 analysiert. Die mittels der IP-Lab-
Software erhobenen Daten aus jenem Gewebe wurden mit denen aus benignen Nävuszellnävi 
und normaler Haut verglichen.  
Hierbei wies die Hot-Area der 20 kutanen Melanomfiliae eine signifikant höhere Gefäßdichte 
[BVD] (89,8 ± 10,6 Gefäße/mm²) sowohl gegenüber den 20 epidermokorialen Nävuszellnävi 
(56,8 ± 2,8 Gefäße/mm²; p=0,0019) als auch gegenüber den 21 Proben der Normalhaut (49,5 
± 2,2 Gefäße/mm²; p<0,0001) auf. Die mittlere Gefäßgröße [BVS] der Melanommetastasen 
(354,8 ± 36,5 µm²) war hingegen deutlich kleiner als die der Nävuszellnävi (442,4 ± 31,7 
µm²; p=0,02) und der Normalhaut (380 ± 28,8 µm²; p=0,38). Die hohe Dichte und geringe 
Größe der Gefäße in den kutanen Melanommetastasen im Vergleich zum gutartigen Gewebe 
deuten auf ein vermehrtes Vorkommen feiner, neugebildeter Gefäßkapillaren und somit auf 
eine gesteigerte Angiogenese hin. Der Flächenanteil der Gefäße an der Gesamtfläche der 
Hot-Area [BVA] war bei den Melanommetastasen (3,1 ± 0.4%) bedingt durch die hohe 
Gefäßdichte trotz kleinster mittlerer Gefäßgröße signifikant höher als bei der untersuchten 
Normalhaut (1,9 ± 0,2%; p=0,034). Nävuszellnävi und Normalhaut wiesen in einer 
vergleichenden Analyse keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer Gefäßarchitektur 
auf. 
In Abbildung 2 ist exemplarisch die Hot-Area von kutanen Melanommetastasen, benignen 
Nävuszellnävi und Normalhaut nach immunhistochemischer Färbung mit CD-31 abgebildet. 
Zur besseren Illustration der unterschiedlichen Gefäßarchitektur wurde hierbei jeweils eine 
Auschnittsvergrößerung des histologischen Gewebes vorgenommen. Die Ergebnisse der 
computerassistierten Gefäßanalyse sowie deren statistische Auswertung werden in Abbildung 
3 graphisch veranschaulicht. 
  
                                                                22 
Abbildung 2:  Hot-Area von kutaner Melanommetastase, benignem Nävuszellnävus und 
 Normalhaut (CD-31-Färbung)  
 
 
 
 
A.1 A.2 
C.2 
B.1 B.2 
C.1 
Der histologische Vergleich einer kutanen Melanommetastase (A.1-2) mit benignem Hautgewebe zeigt 
deren signifikant höhere Gefäßdichte. Darüberhinaus weisen die angefärbten Gefäße in der Metastase 
verglichen mit denen in benignen Nävuszellnävus (B.1-2) und normaler Haut (C.1-2) ein deutlich kleineres 
mittleres Gefäßlumen auf. 
[CD-31-Färbung, A.-C. 1:100fach vergrößert ; A.-C. 2: 200fach vergrößert ; Maßstabsbalken: 200µm] 
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Abbildung 3:  Gefäßanalyse von kutanen Melanommetastasen, benignen Nävuszellnävi und  
   Normalhaut (CD-31-Färbung)  
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A:  Gefäßdichte [BVD] 
 
Die wichtigste Größe zur Beurteilung der 
Gefäßneubildung stellt die Gefäßdichte 
dar. Diese ist bei den kutanen Melanom-
metastasen mit 89,8 ± 10,6 Gefäßen/mm² 
signifikant höher als bei gutartigem 
Gewebe.  
 
 
 
 
B:  Gefäßgröße [BVS] 
 
Ein geringes mittleres Gefäßlumen deutet 
auf ein vermehrtes Vorkommen feiner, 
neugebildeter Gefäßkapillaren hin. 
Verglichen mit Normalhaut und Nävi ist 
dieser Wert bei den Melanomfiliae mit 
354,8 ± 36,5 µm² am geringsten. 
 
 
 
 
C:  relative Gefäßfläche [BVA] 
 
Um das Ausmaß der Durchblutung eines 
Gewebes zu verdeutlichen, wurde der 
Anteil der Gefäße an der Gesamtfläche 
der Hot Area bestimmt. Dieser relative 
Anteil war bei den kutanen Metastasen 
mit 3,1 ± 0,4% höher als bei Normalhaut. 
 
 
 
 
Die Balkendiagramme geben den Mittelwert sowie den Standardfehler der analysierten 
Gefäßeigenschaften bezogen auf die jeweilige Gewebeart wieder. * = signifikant  
 
kMet = kutane Melanommetastasen (n=20); NH = Normalhaut (n=21); NZN = Nävuszellnävi (n=20) 
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Um das Ausmaß der gesteigerten Angiogenese in kutanen Melanommetastasen besser 
bewerten zu können, wurden ebenfalls 21 kutane Primärmelanome untersucht und die 
Ergebnisse beider Gruppen miteinander verglichen. Mit einer Tumordicke nach Breslow von 
über 1,0 mm repräsentierten die Primärtumore jenes Gewebe, in welchem in bisher 
publizierten Studien eine deutlich erhöhte angiogenetische Aktivität beschrieben wurde 
(Srivastava et al., 1986). 
Auch diese malignen Melanome wiesen in den CD-31-angefärbten Schnittpräparaten 
sämtliche charakteristischen Zeichen einer vermehrten Durchblutung auf. So waren in der 
Hot-Area die Gefäßdichte [BVD] (108,1 ± 8,8 Gefäße/mm²) wie auch die relative 
Gefäßfläche [BVA] (4,1 ± 0,4%) gegenüber Normalhaut und Nävuszellnävi signifikant 
erhöht. Diese Daten sprechen wie erwartet für eine gesteigerte Angiogenese, welche in ihrem 
Ausmaß mit der kutaner Metastasen vergleichbar ist. Auf der Basis dieser Erkenntnis wurden 
genauere Untersuchungen zur melanominduzierten Gefäßneubildung durchgeführt. Dabei 
konnte eine getrennte Analyse von intratumoralem und peritumoralem Gewebe zeigen, dass 
sowohl in Primärtumoren als auch in Metastasen die höchste Dichte an Gefäßen im 
tumorangrenzenden Gewebe lokalisiert ist. Zwar konnte auch im Tumorgewebe selbst eine 
erhöhte Gefäßdichte bei kutanen Metastasen (86,9 ± 15,1 Gefäße/mm²) und Primärtumoren 
(91,1 ± 9,1 Gefäße/mm²) nachgewiesen werden, verglichen mit dem intratumoralen Gewebe 
wurden im peritumoralen Gewebe der Metastasen (98,1 ± 8,9 Gefäße/mm²; p=0,126) und der 
Ursprungstumoren (144,2 ± 13,7 Gefäße/mm²; p=0,003) aber nochmals deutlich höhere 
Dichtewerte gemessen. Diese und weitere interessante Beobachtungen zur Gefäßbiologie 
beider Malignitäten sind in Abbildung 4 zusammengefasst. 
In der intraindividuellen Analyse der Primärtumoren und ihrer korrespondierenden 
tumorfreien Randbereiche offenbarte sich, dass maligne Melanome die Durchblutung im 
Ursprungsgewebe tatsächlich signifikant erhöhen und zwar unabhängig von der zuvor 
bestehenden Gefäßdichte (p=0,0001). An Hand des Balkendiagramms in Abbildung 5 wird 
diese Erkenntnis verdeutlicht. 
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Abbildung 4:  Vergleichsanalyse zur Durchblutung in kutanen Melanommetastasen und  
 primären malignen Melanomen (CD31-Färbung) 
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A, B:   CD-31-angefärbter Paraffinschnitt einer kutanen Melanommetastase (A) und eines primären 
malignen Melanoms (B). [100fache Vergrößerung, Maßstabsbalken: 200µm] 
  
C, D:  Kutane Metastasen (kMet, n=20) und primäre maligne Melanome (MM, n=21) gleichen sich 
hinsichtlich ihrer Gefäßdichte und ihrer Gefäßgröße sehr.  
 
E, F:  Die gesteigerte Durchblutung von kMet (n=20) und MM (n=21) ist jeweils im tumor-
angrenzenden Gewebe am  höchsten (I = intratumoral, P = peritumoral). 
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Abbildung 5:  Intraindividuelle Analyse zur Durchblutung maligner Melanome und ihrer  
                         tumorfreien Randbereiche 
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A, B:  Veranschaulichung der gesteigerten Angiogenese bei einem nodulären malignen Melanom der 
Fußsohle (Abb. A) gegenüber seinem tumorfreien Randbereich (Abb. B).  
 [CD31-Färbung ; 25fache Vergrößerung ; Maßstabsbalken : 200µm]  
 
C: Gegenüberstellung der Gefäßdichte im Tumorgewebe (rote Balken) und im  tumorfreiem 
Randbereich (grüne Balken) sämtlicher untersuchten Patienten. Hierbei zeigt sich bei 19 der 21 
Patienten eine deutlich höhere Gefäßdichte im Tumorgewebe. Im Mittel ist eine Steigerung um 
den Faktor 2,18 zu beobachten (p<0,0001). Eine Abhängigkeit von der ursprünglichen 
Gewebedurchblutung besteht dabei nicht. 
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4.1.2  Lymphangiogenese  
 
In der immunhistochemischen Untersuchung kutaner Melanommetastasen mit LYVE-1 als 
spezifischen Lymphgefäßmarker zeigte sich analog zu der zuvor durchgeführten panvasku-
lären Gefäßanalyse im tumorangrenzenden Gewebe (15,8 ± 1,9 Gefäße/mm²) eine signifikant 
höhere Dichte an Lymphgefäßen [LVD] als im Tumorgewebe selbst (8,9 ± 1,6 Gefäße/mm²; 
p=0,0068). Die peritumoralen Lymphgefäße (539,4 ± 94,1 µm²) waren signifikant größer als 
die intratumoralen Lymphgefäße (232,3 ± 40,7µm²; p=0,0054). 
Vergleicht man die peritumorale Lymphgefäßdichte kutaner Melanommetastasen (15,8 ± 1,9 
Gefäße/mm²) mit gutartigem Gewebe, so ist diese sowohl gegenüber der Lymphgefäßdichte 
in normaler Haut (10,5 ± 1,2 Gefäße/mm²; p=0,029) als auch der im Peritumoralgewebe 
benigner Nävuszellnävi (9,2 ± 1,3 Gefäße/mm²; p=0,008) signifikant erhöht. 
Um das Ausmaß der gesteigerten Lymphgefäßdichte in den kutanen Melanommetastasen 
besser bewerten zu können, wurden die Gewebeschnitte der primären malignen Melanome 
ebenfalls nach LYVE-1-Färbung immunhistologisch analysiert. Auch hier zeigte sich eine 
vermehrte Lymphgefäßdichte (13,7 ± 1,9 Gefäße/mm²). Im Gegensatz zu den kutanen 
Melanommetastasen war jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen intratumoralem 
(14,1 ± 2,4 Gefäße/mm²) und peritumoralem (13,3 ± 1,6 Gefäße/mm²) Gewebe nachweisbar. 
Die peritumorale Lymphgefäßdichte der Primärtumore war gegenüber dem Peritumoral-
gewebe benigner Nävuszellnävi signifikant erhöht (p=0,042). Fünf der 21 untersuchten 
Primärtumore waren zum Zeitpunkt der Exzision bereits metastasiert. Unterschiede 
hinsichtlich der Lymphgefäßdichte waren zwischen diesen und den 15 anderen primären 
malignen Melanomen jedoch nicht zu verzeichnen.  
In Abbildung 6 ist die Lymphangiogenese der analysierten Gewebeentitäten mittels 
abgebildeter Hot-Areas nach LYVE-1-Färbung veranschaulicht. Die Erkenntnisse der 
Lymphgefäßanalyse sind in Form eines Balkendiagramms in Abbildung 7 dargestellt. 
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Abbildung 6:  Hot-Area von kutaner Melanommetastase, primärem malignem Melanom und 
   benignem Gewebe (LYVE-1-Färbung)  
 
 
 
 
A 
D C 
 
* 
* 
* 
B 
 
* 
 
A-D: Die angefärbten Lymphgefäße sind bedingt durch ihren meist kleinen Durchmesser vor allem im 
Längsschnitt gut zu erkennen (siehe Pfeile). Die dickwandigen Blutgefäße zeigen keine immun-
histochemische  Anfärbung unter dem Marker LYVE-1 (siehe *) 
 
A:  kutane Melanommetastase; größere Lymphgefäßformationen sind vorwiegend peritumoral zu 
finden. Die hohe Zelldichte ermöglicht eine sichere Abgrenzung des Tumorgewebes und bedingt 
womöglich die geringe intratumorale Lymphgefäßdichte. 
 
 B:  primäres malignes Melanom vom nodulären Typ; eine im Tumorgewebe, verglichen mit der 
kutanen Metastase (Abb.1) geringere Zelldichte und ein vermehrtes Einwachsen von Lymph-
gefäßen.  
 
C, D:  Nävuszellnävus (C) und Normalhaut (D) weisen weniger Lymphgefäße aus das Tumorgewebe auf. 
Darüber hinaus besitzen viele der Lymphgefäße ein größeres Lumen. 
 
[ LYVE-1-Färbung; 100fache Vergrößerung; Maßstabsbalken : 200µm] 
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Abbildung 7:  Vergleichsanalyse zur Lymphangiogenese in kutanen Melanommetastasen, 
                         primären Melanomen und benignem Gewebe (LYVE-1-Färbung) 
 
 
 
 
4.1.3  Einflussfaktoren  
 
Die vorausgegangenen Untersuchungen dieser Arbeit wiesen im Melanomgewebe insgesamt 
eine signifikant gesteigerte Vaskularisation gegenüber gesundem Gewebe nach. Gleichwohl 
zeigte sich in den immunhistochemisch angefärbten Schnittpräparaten der primären und 
sekundären Melanome eine gewisse Variabilität hinsichtlich der Gefäßdichte. So waren unter 
den CD-31-angefärbten malignen Melanomgeweben neben wenigen Extremwerten mit einer 
Vaskularisation von bis zu 248 Gefäßen/mm² auch einige Schnittpräparate zu verzeichnen, 
die mit beispielsweise 56 Gefäßen/mm² hinsichtlich der Blutgefäßdichte gutartigem Gewebe 
glichen. In Abbildung 8 sind die erhobenen Gefäßdichten der einzelnen mittels CD-31 und 
LYVE-1 angefärbten Gewebeschnitte graphisch dargestellt. 
 
Sowohl die kutanen Metastasen (kMet, n=20) als auch die malignen Melanome (MM, n=21) zeigen 
peritumoral (P) eine deutlich höhere Lymphgefäßdichte als das benigne Gewebe (NZN, n=20; NH, 
n=21). Intratumoral (I) ist jedoch nur bei den Primärtumoren eine Zunahme der Lymphangiogenese 
erkennbar (14,1 ± 2,4 Gefäße/mm²). 
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Abbildung 8:  Gefäßdichte der immunhistochemisch analysierten Schnittpräparate 
 
 
 
 
 
Ob diesem Umstand lediglich natürliche Abweichungen oder aber einflussnehmende 
Faktoren zu Grunde liegen, sollte im Weiteren analysiert werden. Zu diesem Zweck wurden 
Geschlecht, Patientenalter und Tumorlokalisation sowie histologische Eigenschaften des 
Tumors in Hinblick auf dessen Angiogenese und Lymphangiogenese untersucht. Auf Grund 
des von der Arbeitsgruppe um Soheil Dadras beschriebenen Zusammenhanges zwischen 
peritumoraler Lymphgefäßdichte und Metastasierungsrisiko des primären malignen 
Melanoms (Dadras et al., 2005) könnte das Identifizieren von lymphangiogenese-
beeinflussenden Faktoren von hohem prognostischem Nutzen sein.  
Im Rahmen dieser Analyse zeigte sich für das primäre maligne Melanom (Tabelle 4) ein 
Zusammenhang zwischen der Blutgefäßdichte (BVD) und den prognostisch relevanten 
Faktoren Tumordicke und Ulzeration. So wiesen Primärtumore mit einer Tumordicke nach 
Breslow von mindestens 3.0 mm und/oder Ulzeration eine signifikant höhere Blutgefäßdichte 
(128,2 ± 11,1 Gefäße/mm²) als dünnere, nicht-ulzerierte Primärtumoren auf (86,1 ± 10,4 
Gefäße/mm²; p=0,0221). Für die anderen untersuchten Eigenschaften könnte im Rahmen 
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Die beiden Streudiagramme zeigen die einzelnen Gefäßdichtewerte bezogen auf Gewebeentität und 
immunhistochemische Färbung. Die horizontale Linie gibt den jeweiligen Mittelwert an. 
 
kMet = kutane Melanommetastasen (n=20); MM = maligne Melanome (n=21); NH = Normalhaut 
(n=21); NZN = Nävuszellnävi (n=20) 
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dieser Analysen kein signifikanter Zusammenhang mit der proangiogenetischen oder 
prolymphangiogenetischen Aktivität des Primärtumors beobachtet werden. 
 
Tabelle 4:  Einfluss diverser Faktoren auf Angiogenese und Lymphangiogenese primärer  
                   maligner Melanome 
 
Eigenschaften  n BVD1 P-Wert LVD2 P-Wert 
 
Geschlecht m 10 100,1 ± 10,5 
0,65 
13,4 ± 2,8 
0,81 
w 11 115,5 ± 13,9 13,9 ± 2,7 
 
Alter < 70J 11 112,1 ± 10,6 
0,57 
14,6 ± 2,7 
0,58 
> 70J 10 103,8 ± 14,8 12,7 ± 2,8 
 
Lokalisation Kopf,Hand,Fuß  5 111,2 ± 23,6 
0,90 
19,2 ± 4,0 
0,37 Rumpf  7   98,9 ± 14,1 10,0 ± 1,9 
Extremitäten  9 113,7 ± 12,9 13,4 ± 3,3 
 
Histologie        SSM 10   105,9 ±   9,7 
0,86 
12,6 ± 2,8 
0,69 
NM 11 110,2 ± 14,8 14,6 ± 2,7 
 
Eindringtiefe < 3mm 10   86,1 ± 10,4 
0,02* 
11,2 ± 2,1 
0,44 
≥ 3mm/ulz3 11 128,2 ± 11,1 15,9 ± 3,0 
 
( 1Blutgefäßdichte: Gefäßanzahl / Fläche [mm¯²]; 2Lymphgefäßdichte: Gefäßanzahl / Fläche [mm¯²]; 3ulzeriert;  
  *Mann-Whitney-U-Test) 
 
 
 
Im darauf folgenden Schritt wurde nach möglichen Einflussfaktoren auf Angiogenese und 
Lymphangiogenese in kutanen Melanommetastasen gesucht (Tabelle 5). Hierbei ließen sich 
jedoch keinerlei Zusammenhänge erkennen. So zeigten selbst kutane Metastasen eines nach 
Breslow mindestens 3mm dicken und/oder ulzerierten Primärtumors keine signifikant erhöhte 
Gefäßdichte (p=0,35). Ebenso wenig wiesen die Faktoren Geschlecht (p=0,65) und Alter 
(p=0,46) des Patienten sowie Lokalisation der Metastasen (p=0,89) einen Einfluss auf die 
Vaskularisation des Metastasengewebes auf. Die gesonderte Betrachtung der Lymphgefäß-
dichte blieb ebenfalls unauffällig. 
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Tabelle 5:  Einfluss diverser Faktoren auf Angiogenese und Lymphangiogenese kutaner  
                   Melanommetastasen 
 
Eigenschaften  n BVD1 P-Wert LVD2 P-Wert 
 
Geschlecht m  6  103,0 ± 30,3 
   0,9 
 11,8 ± 5,7 
0,25 
w 14    84,1 ±   8,7  11,4 ± 1,1 
 
Alter < 60J  8    78,8 ± 10,4 
0,46 
   8,6 ± 1,1 
0,16 
> 60J 12    97,1 ± 16,3  13,6 ± 2,5 
 
Lokalisation Kopf,Hand,Fuß  4  115,3 ± 46,1 
0,89 
 16,5 ± 6,1 
0,16 Rumpf  8    78,5 ±   9,3    7,7 ± 1,3 
Extremitäten  8    88,3 ± 12.6  12,4 ± 1,6 
 
Histologie des 
Primarius 
       SSM 7    79,0 ± 10,1 
0,87 
   9,9 ± 2,9 
0,62 
       NM  8    83,1 ± 13,9  12,6 ± 1,9 
 
Eindringtiefe 
des Primarius 
< 3mm  8    84,3 ±   8,2 
0,35 
 10,0 ± 0,8 
0,66 
≥ 3mm/ulz3  6    78,3 ± 19,4  12,8  ± 2,3 
 
( 1Blutgefäßdichte: Gefäßanzahl / Fläche [mm¯²]; 2Lymphgefäßdichte: Gefäßanzahl / Fläche [mm¯²]; 3ulzeriert) 
 
 
4.1.3.1  Tumordicke und Ulzeration 
 
Vor dem Hintergrund der zuvor beschriebenen, signifikant höheren Gefäßdichte in 
mindestens 3 mm dicken und/oder ulzerierten Primärtumoren, wurden nun Tumordicke und 
Ulzeration hinsichtlich ihres Einflusses auf die Tumordurchblutung getrennt untersucht. 
Jeweils sieben der insgesamt 21 analysierten Primärtumoren wurden durch den 
Dermatohistopathologen mit einer Tumordicke von mindestens 3 mm beziehungsweise als 
ulzeriert beschrieben. Drei dieser Präparate wiesen beide histologischen Eigenschaften 
gemeinsam auf. Gegenüber nicht-ulzerierten und < 3mm dicken Primärtumoren (86,1 ± 10,4 
Gefäße/mm²) zeigte das mindestens 3mm dicke Melanomgewebe eine signifikant höhere 
Gefäßdichte (137,7 ± 14,6 Gefäße/mm²; p=0,03) und das ulzerierte Melanomgewebe einen 
deutlichen Trend hinsichtlich einer höheren Gefäßdichte (114,6 ± 8,8 Gefäße/mm²; p=0,07). 
Somit scheinen Tumordicke aber auch Ulzeration unabhängig von einander mit der 
proangiogenetischen Aktivität des Primärtumors zu korrelieren. In Hinblick auf kutane 
Metastasen konnte auch bei der getrennte Analyse dieser beiden Faktoren der jeweiligen 
Primärtumore keine Assoziation mit der Gefäßdichte beobachtet werden. 
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4.2  Wirkung von PTK/ZK auf metastasierte maligne Melanome 
 
4.2.1  Klinischer Verlauf  
 
Die Auswertung der PTK/ZK-Studie bezüglich des therapeutischen Nutzens dieses 
Angiogenese-Inhibitors für Patienten mit metastasiertem malignen Melanom erfolgte an 
Hand der patientenbezogenen Fallberichte. Das mittlere progressionsfreie Überleben (PFS) 
der fünf retrospektiv untersuchten Patienten lag bei 67,0 ± 22,6 Tagen. Eine getrennte 
Analyse beider Studienarme offenbarte dabei ein längeres mittleres PFS der kombi-
therapierten Patienten (84,3 ± 35,1 Tage; n=3) gegenüber den mit PTK/ZK monotherapierten 
Patienten (41,0 ± 17,0 Tage; n=2). Eine komplette oder partielle Remission des Tumor-
gewebes ließ sich an Hand der Fallberichte jedoch in keinem der beiden Therapiearme 
beobachten. Gemäß dem Studienprotokoll wurden sämtliche Patienten, sobald diese unter der 
angiogenesehemmmenden Behandlung ein deutliches Fortschreiten der Tumorerkrankung 
aufwiesen, der jeweils empfohlenen Standardtherapie zugeführt. Therapiebedingte 
Nebenwirkungen machten hingegen für keinen der Probanden eine vorzeitige Beendigung 
der Targeted-Therapie notwendig. 
 
 
4.2.2  Einfluss auf kutane Melanommetastasen 
 
Unter Verwendung der Immunhistochemie wurde untersucht, inwieweit sich der klinische 
Verlauf der behandelten Probanden in der Gefäßarchitektur ihrer entnommenen kutanen 
Melanommetastasen widerspiegelt. 
Hierbei zeigte der histologische Vergleich der Tumorgewebe, welche den Patienten vor 
Studienbeginn und nach 57 Tagen Behandlung entnommen wurden, weder nach 
Monotherapie noch nach Kombitherapie mit Dacarbazin eine erkennbare Abnahme der 
Gefäßdichte. Ebensowenig ließen sich unter dem Mikroskop Anzeichen für Nekrosen im 
Metastasengewebe nachweisen. Diese Beobachtungen können somit als histologisches 
Korrelat des zuvor klinisch beschriebenen Ausbleibens von Regressionsprozessen angesehen 
werden. In Therapiearm A ließ sich unter Monotherapie mit PTK/ZK sogar eine geringe 
Zunahme der Gefäßdichte beobachten . Auf Grund der geringen Patientenzahl musste jedoch 
auf statistische Nachweise verzichtet werden. In Abbildung 9 sind die Hot-Areas der kutanen 
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Melanommetastasen unter Verwendung des panvaskulären Marker CD-31 unter Berück-
sichtigung des jeweiligen Therapiekonzeptes abgebildet.  
 
 
Abbildung 9:  CD-31-angefärbte kutane Melanommetastasen vor und nach angiogenese- 
   hemmender Therapie  
 
 
 
 
 
 
A.1 
B.2 B.1 
A.2 
Abb. A.1-2 :   Hot Areas von Hautmetastasen eines Patienten vor der Anwendung von PTK/ZK in 
Monotherapie (A.1) und nach 57 Behandlungstagen (A.2). Im Tumorgewebe ist nach 
Therapie eine Zunahme der Gefäßdichte zu verzeichnen. 
 
Abb. B.1-2 : In der Kombitherapie von PTK/ZK mit Dacarbazin zeigt sich nach 57 Tagen in der Hot 
Area keine Zunahme der tumoralen Gefäßdichte.  
 
 
                         [CD-31-Färbung von Gefrierschnitten ; 100fache Vergrößerung ; Maßstabsbalken: 200µm] 
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4.2.3  VEGF-Plasmakonzentration  
 
Der proangiogenetische Wachstumsfaktor VEGF-A sowie die prolymphangiogenetischen 
Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D gelten als Schlüsselfaktoren der Melanom-
bedingten Gefäßneubildung. Mit Hilfe spezifischer ELISAs sollte untersucht werden, ob ein 
Zusammenhang zwischen eben diesen Zytokinen und dem beobachteten Resistenzverhalten 
besteht, welches die Melanommetastasen vor allem unter einer Monotherapie mit PTK/ZK 
sowohl klinisch als auch histologisch aufwiesen. Dazu wurde die Plasmakonzentration der 
drei VEGF-Moleküle vor und nach 57 Behandlungstagen quantitativ gemessen.  
Hierbei wiesen die beiden monotherapierten Patienten nach der Behandlung mit PTK-ZK 
eine höhere VEGF-Konzentration im Plasma auf als zu Beginn der Phase-II-Studie. So ließ 
sich im Plasma beider Probanden eine VEGF-A Konzentration von etwa 40 pg/ml 
nachweisen, welche jeweils zuvor unterhalb der Nachweisgrenze lag. Darüber hinaus war 
unter der angiogenesehemmenden Therapie eine Erhöhung der VEGF-C- und VEGF-D-
Konzentration ebenfalls bei beiden Patienten aus Studienarm A zu verzeichnen.  
In Studienarm B konnte nur bei einem der drei Probanden eine Zunahme der Wachstums-
faktoren im Blut beobachtet werden. So zeigte dieser Patient nach Behandlung mit PTK/ZK 
und Dacarbazin eine VEGF-A-Konzentration im Plasma von 49,6 pg/ml sowie eine 
Erhöhung der VEGF-C und VEGF-D-Konzentration vergleichbar mit Studienarm A. 
Dennoch wirkte sich dieser Befund unter Chemotherapie nicht negativ auf das 
progressionsfreie Überleben des Patienten aus. Im Falle der beiden anderen Patienten dieses 
kombinierten Therapiekonzeptes blieb die VEGF-A-Konzentration auch nach 57 
Behandlungstagen unterhalb der Nachweisgrenze. Darüber hinaus war unter Chemotherapie 
sogar eine Abnahme an VEGF-C und VEGF-D im Plasma beider Probanden zu messen. 
Tabelle 6 fasst die Ergebnisse aus den ELISA-Messungen der fünf Patienten in Abhängigkeit 
vom Therapiearm, vom klinischen Verlauf und von der therapiebedingten Gefäßentwicklung 
der kutanen Melanommetastasen zusammen. 
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Tabelle 6:  VEGF-Plasma-Konzentrationen unter dem Gesichtspunkt der bisherigen  
        Erkenntnisse dieser klinischen Studie  
 
  
 Nach 57 Behandlungstagen 
Studienarm Patient PFS1 VD2 VEGF-A VEGF-C VEGF-D 
A 
(PTK/ZK) 
1 24 d 
(▲) 
 
▲ 
(Ø  42,43) 
 
 
▲ 
(317,3  674,5) 
 
 
▲ 
(243,2  275,7) 
 
2 58 d 
 
▲ 
(Ø  38,8) 
 
 
▲ 
(356,7  371,3) 
 
 
▲ 
(351,8  370,1) 
 
B 
(PTK/ZK+DTIC) 
3 63 d 
(▼) 
 
Ø 
 
▼ 
(290,2 138,2) 
▼ 
(184,8 138,9) 
4 37 d 
 
Ø 
 
▼ 
(826,1 346,1) 
▼ 
(174,8  160,5) 
5 153 d 
 
▲ 
(Ø  49,6) 
 
 
▲ 
(276,7  896,8) 
 
 
▲ 
(138,9  193,3) 
 
 
(1 Progressionsfreies Überleben (d = Tage); 2 Aussagen zur Gefäßdichte, basierend auf Beobachtungen. Eine 
statistische Auswertung konnte aufgrund der geringen Datenmenge jedoch nicht folgen; 3 Angaben der VEGF-
Konzentrationen in pg/ml) 
 
 
4.3  LYVE-1-positive Makrophagen 
 
Um die Lymphangiogenese in kutanen Melanommetastasen sowie anderen Geweben 
immunhistochemisch untersuchen zu können, wurde im Rahmen dieser wissenschaftlichen 
Arbeit LYVE-1 als lymphspezifischer Marker verwendet. Dabei fielen LYVE-1-positive 
Zellen mit homogener Morphologie unter dem Lichtmikroskop auf, welche vor allem in 
malignem Gewebe gehäuft auftraten. Der Verdacht, es könnte sich hierbei um spezielle 
Gewebe-Makrophagen handeln, wurde mit Hilfe einer immunhistochemischen Doppel-
färbung mit LYVE-1 und dem makrophagenspezifischen Marker CD-68 bestätigt (Abb. 10). 
Die als LYVE-1-positive Makrophagen identifizierten Zellen fanden somit keine Berück-
sichtigung in den quantitativen Analysen zur Lymphangiogenese.   
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Abbildung 10:  LYVE-1-positive Makrophagen in malignen Melanomen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A.1 A.2 
* 
B 
[Vergrößerung : Abb A.1 : 100fach ; Abb A.2 und Abb. B :  
400fach; Maßstabsbalken: 200µm] 
 
Abb. A.1-2:  Das LYVE-1-angefärbte 
Gewebe zeigt den Randbereich eines 
superfiziell spreitenden malignen Melanoms 
des Rückens. Die neben den Lymphgefäßen (*) 
ebenfalls angefärbten, punktförmigen 
Strukturen, mit diffuser Verteilung im tumor-
angrenzenden Gewebe, werden in der 
Vergrößerung (Abb. A.2) als Zellen mit homo-
gener Zytologie identifiziert (Pfeil). 
 
Abb. B: In der immunhistochemischen Färbung 
des selben Gewebes mit dem makrophagen-
spezifischen Marker CD-68 färben sich die 
selben Zellen positiv an (Pfeil). 
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5.  Diskussion 
 
Vor 38 Jahren stellte der US-Krebsforscher Judath Folkman die These auf, dass Neubildung 
von Blut- und Lymphgefäßen grundlegend für Wachstum und Filialisierung von Tumoren 
sei. Die Erkenntnisse aus daraufhin durchgeführten Untersuchungen sprachen für die 
Richtigkeit seiner Hypothese und läuteten somit die Ära einer neuen, tumoraushungernden 
Krebstherapie ein. Seitdem haben sich Angiogenese-Inhibitoren in der Behandlung vieler 
bösartiger Tumoren etabliert. 
Auch hinsichtlich des primären malignen Melanoms gilt eine gesteigerte Angiogenese und 
Lymphangiogenese dank umfassender Analysen allgemein als bewiesen, ebenso deren 
Notwendigkeit für Wachstum und Metastasierung des Primärtumors. Ein Durchbruch unter 
Antiangiogenesetherapie blieb bisher trotz großer Zuversicht jedoch aus. Um mehr Licht in 
diesen an sich widersprüchlichen Umstand zu bringen, wurden in dieser Arbeit erstmals 
umfangreiche Analysen zur Gefäßneubildung in Melanommetastasen durchgeführt. 
Ursächlich für die bisher geringe Beachtung der Melanomfiliae ist vermutlich die Annahme, 
dass deren Angiogenese und Lymphangiogenese im selben Maße wie in primären malignen 
Melanomen, auf Grund gleichartiger Zellpopulationen sowie vergleichbarer nutritiver 
Bedürfnisse gesteigert sein müsse. Die bisher zumeist unbefriedigenden Ergebnisse 
klinischer Studien mit Angiogenese-Inhibitoren an Patienten mit metastasiertem malignen 
Melanom machen eine kritische Betrachtung dieser Hypothese jedoch notwendig. Es gilt zu 
klären, ob die Bedeutung der Gefäßneubildung in Melanommetastasen tatsächlich mit der in 
Primärtumoren gleichzusetzen ist. So wäre es beispielsweise auch denkbar, dass die 
hämatogen beziehungsweise lymphogen streuenden Melanomzellen vorwiegend bereits gut 
durchblutete Gewebe infiltrieren um dort heranzuwachsen. Im Gegensatz zum Primärtumor 
hätte das Einsprießen neuer Gefäßkapillaren somit eine untergeordnete Bedeutung für die 
Tochtergeschwülste und folglich wäre den Angiogenese-Inhibitoren der wesentliche 
Wirkansatz entzogen.  
Der Umstand des schwarzen Hautkrebses, vorwiegend auch auf kutaner Ebene zu streuen, 
ermöglicht dank guter operativer Zugänglichkeit eine äußerst komplikationsarme Entnahme 
von Hautmetastasen. Somit konnte in dieser Arbeit die Vaskularisation in kutanen 
Melanommetastasen wie auch deren Beeinflussung unter Antiangiogenesetherapie mittels 
einer weiteren Probeentnahme nach definiertem Therapieintervall problemlos histologisch 
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analysiert werden. Das maligne Melanom nimmt somit eine Sonderstellung auf dem Gebiet 
der immunhistologischen Angiogeneseforschung von Metastasen ein.  
 
 
5.1  Angiogenese und Lymphangiogenese in kutanen Melanommetastasen 
 
In dieser Arbeit bildete die Immunhistochemie, als Goldstandard für die quantitative und 
qualitative Evaluation von Gefäßverhältnissen in Gewebeproben, die Grundlage zur 
Erforschung der Angiogenese und Lymphangiogenese in kutanen Melanommetastasen. Die 
Auswertung richtete sich dabei primär nach den von Vermeulen publizierten, international 
anerkannten Analysekriterien, um möglichst vergleichbare, objektive Messdaten zu erhalten 
(Vermeulen et al., 2002). So wurde mikroskopisch unter 25facher Vergrößerung in jedem zu 
untersuchenden Paraffinschnitt jenes Areal mit der höchsten Gefäßdichte lokalisiert. Im 
Weiteren wurden jedoch nicht nur einige wenige “Hot-Spots“ dieser Fläche unter starker 
Vergrößerung manuell oder mit Hilfe der Chalkley-Overlap-Technik untersucht. Stattdessen 
wurde unter 100facher Vergrößerung eine definierte “Hot-Area“ im lokalisierten Areal 
analysiert. Diese Hot-Area wurde im Ganzen ausgewertet, um eine möglichst authentisch 
Wiedergabe der tatsächlich vorherrschenden Gefäßverhältnisse zu ermöglichen. Mit einer 
mittleren Größe von 1,12 ± 0,03 mm² lag die Hot-Area der malignen Gewebe deutlich über 
der von Weidner geforderten Mindestgröße von 0,76 mm² (Weidner et al., 1991). Um bei der 
Auswertung mögliche Messfehler eines automatischen Gefäßscans auf Grund farblich 
falschpositiver Gewebestrukturen zu vermeiden (Choi et al., 2005), wurden die spezifisch 
angefärbten Gefäßstrukturen computerassistiert von zwei unabhängigen Untersuchern 
markiert. Die objektive Auswertung erfolgte mit Hilfe der IP-Lab-Software (Scanalytics, 
Fairfax, USA), um Gefäßdichte, mittlere Gefäßgröße und relative Gefäßfläche der jeweiligen 
Hot Area exakt bestimmen zu können. 
Durch die im Rahmen dieser Arbeit an zwanzig kutanen Melanommetastasen durchgeführten 
Untersuchungen konnte tatsächlich eine gegenüber gutartigem Gewebe signifikant 
gesteigerte Gefäßneubildung in den Tochtergeschwülsten des schwarzen Hautkrebses 
nachgewiesen werden. Betrachtet man die Auswertungen der immunhistochemischen CD-31-
Färbungen, so war zum einen die Gefäßdichte [BVD] in den Melanommetastasen, als 
wichtigster indirekter Marker für Angiogenese, signifikant höher als in normaler Haut und 
benignen Nävuszellnävi und zum anderen war die mittlere Gefäßgröße [BVS] im 
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Metastasengewebe verglichen mit gutartigem Gewebe signifikant vermindert. Dies ist 
ebenfalls als histologisches Korrelat für die vermehrte Neubildung feinlumiger 
Gefäßkapillaren im Tumorgewebe zu werten. Bemerkenswert ist hierbei, dass der 
Flächenanteil der Gefäße an der Gesamtfläche der Hot-Area [BVA] im Metastasengewebe 
auf Grund der enorm gesteigerten Gefäßdichte trotz geringstem mittlerem 
Gefäßdurchmessers am größten war. Folglich muss den kutanen Melanommetastasen eine 
beachtliche proangiogenetische Aktivität zugesprochen werden.  
Wie bereits erwähnt, wurde ein Zusammenhang zwischen gesteigerter Gefäßneubildung und 
Prognoseverschlechterung bisher nur an primären malignen Melanomen nachgewiesen 
(Kashani-Sabet et al., 2002). Um das klinische Potential der nachgewiesenen Gefäßzunahme 
in den Melanomfiliae besser einschätzen zu können, wurden im Rahmen dieser Arbeit 
deshalb zusätzlich 21 Primärtumoren immunhistochemisch untersucht und beide 
Analysearme eingehend miteinander verglichen. Es wurden hierbei bewusst nur primäre 
maligne Melanome mit einer Tumordicke nach Breslow von mindestens 1,0 mm 
berücksichtigt (mittlere Tumordicke: 2,7mm), da diesen in vorherigen Studien eindeutig eine 
vermehrten Gefäßneubildung (Marcoval et al., 1997) und ein erhöhtes Metastasierungsrisiko 
(Breslow, 1970) einhergehend mit einer deutlichen Prognoseverschlechterung nachgewiesen 
werden konnte. Die daraufhin durchgeführte Vergleichsanalyse offenbarte, dass das Ausmaß 
der Gefäßneubildung in Melanommetastasen tatsächlich mit dem in primären malignen 
Melanomen vergleichbar ist. Folglich haben gestreute Melanomzellen dieselbe proangio-
genetische Aktivität wie mindestens 1,0 mm dicke Primärtumoren und darüber hinaus ist eine 
ebenso große Bedeutung der Gefäßneubildung für Wachstum und Streuung von Melanom-
metastasen anzunehmen. 
Im Rahmen der getrennten Analyse von intratumoralem und peritumoralem Gewebe 
innerhalb der CD-31-angefärbten Hot-Area wiesen sowohl die Primärtumore als auch die 
Metastasen im tumorangrenzenden Gewebe die höchste Vaskularisation auf. Zu 
vergleichbaren Ergebnissen kam eine Arbeitsgruppe aus Norwegen nach immunhisto-
chemischer Färbung des Blutgefäßmarkers Faktor-VIII in Gewebeschnitten primärer und 
sekundärer maligner Melanome (Straume and Akslen, 2001). Als ursächlich hierfür werden 
eine vermehrte Sekretion von Wachstumsfaktoren an der Invasionsfront, sowie Interaktionen 
zwischen Tumorzellen, Stromazellen und Entzündungszellen diskutiert (Freeman et al., 
1995). Diese genauere Gefäßanalyse spricht also dafür, dass die Stimulation der 
Gefäßneubildung in Melanomfilia und Primärtumoren den gleichen molekularen Prinzipien 
unterliegt.  
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Hinsichtlich der tumorinduzierten Lymphangiogenese haben diverse Studien am Primärtumor 
des schwarzen Hautkrebs eine deutliche Korrelation zwischen der peritumoralen Lymph-
gefäßdichte [LVD] und dem Risiko einer Filialisierung nachweisen können (Shields et al., 
2004). In einer Studie wurde ihr sogar der höchste prognostische Wert in Hinblick auf den 
Befall des Sentinellymphknoten zugesprochen (Dadras et al., 2005). Da es sich bei CD-31 
um einen panvaskulären Marker handelt, wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich 
immunhistochemische Analysen mit dem lymphspezifischen Marker LYVE-1 an Primär-
tumoren und erstmals auch an kutanen Melanommetastasen durchgeführt, um deren Fähigkeit 
zur Lymphangiogenese erforschen zu können. Erste Beobachtungen hinsichtlich einer 
gesteigerten Lymphangiogenese in Melanomfiliae stammen aus einer 2005 publizierten 
Studie der Arbeitsgruppe um Soheil Dadras. Darin wurden in etwa vierzig Prozent der von 
Melanomzellen befallenen Sentinel-Lymphknoten prominente Lymphgefäßansammlungen 
beschrieben (Dadras et al., 2005).  
Durch die computerassistierte Gefäßanalyse der LYVE-1-angefärbten Schnittpräparate 
kutaner Melanommetastasen konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine gegenüber 
gutartigem Gewebe signifikant höhere Dichte an Lymphgefäßen auch im tumorangrenzenden 
Gewebe von Melanommetastasen statistisch nachgewiesen werden. Die peritumorale 
Lymphgefäßdichte der Melanommetastasen war sogar höher als die der untersuchten Primär-
tumoren. Somit ist davon auszugehen, dass Melanommetastasen ebenso wie Primärtumoren 
neben den Blutgefäßen auch die Lymphgefäße in ihrem Wachstum stimulieren. Die Daten 
sprechen im Weiteren dafür, dass Tochtergeschwülste des schwarzen Hautkrebses ein 
vermutlich mindestens ebenso hohes Risiko zur lymphogenen Streuung wie primäre maligne 
Melanome mit einer Tumordicke nach Breslow von mindestens 1,0 mm besitzen. 
Die intraindividuelle Analyse von Primärtumoren und ihren korrespondierenden tumorfreien 
Randbereichen machte deutlich, dass maligne Melanome die Vaskularisation im 
tumorangrenzenden Gewebe tatsächlich signifikant steigern und zwar unabhängig von der 
zuvor im Gewebe bestehenden Gefäßdichte. 
Fasst man die bisher diskutierten Ergebnisse zusammen, so sprechen die immunhisto-
chemischen Analysen für eine signifikant gesteigerte Angiogenese und Lymphangiogenese 
im Gewebe der Melanommetastasen und somit theoretisch für ein hohes therapeutisches 
Potential von Angiogenese-Inhibitoren bei Patienten mit metastasiertem malignen Melanom. 
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5.2 Einflussfaktoren 
 
Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Melanomgewebe zeigte zwar insgesamt eine 
gegenüber gutartigem Gewebe signifikant gesteigerte Gefäßdichte, dennoch war eine gewisse 
Inhomogenität hinsichtlich der Vaskularisation in den immunhistochemisch angefärbten 
Schnittpräparaten der primären und sekundären Melanomen zu beobachten. Ob diesem 
Umstand einflussnehmende Faktoren zu Grunde liegen, sollte im Rahmen dieser Studie 
durchleuchtet werden. Die hierbei gewonnenen Erkenntnisse wurden unter Berücksichtigung 
des jeweiligen, prognostischen Wertes der untersuchten Faktoren diskutiert. 
Dabei zeigten mindestens 3.0 mm dicke Primärtumore in der Tat eine signifikant höhere 
Gefäßdichte gegenüber dünneren, nicht-ulzerierten Primärtumoren und untermauern damit 
die häufig beschriebene Abhängigkeit zwischen Tumorwachstum und Durchblutung. Ein 
Zusammenhang zwischen dem mit zunehmender Melanomdicke steigenden Metastasierungs-
risiko (Schultz et al., 1990) und der nachweislich zunehmenden Gefäßdichte ist im weiteren 
anzunehmen. So gilt die Tumordicke nach Breslow, dank umfangreicher Studien wie der von 
Balch et al. an über 38000 Melanompatienten, auch als das wichtigste Prognosekriterium für 
Patienten im Melanomstadium I und II (Balch et al., 2009). Ob das laut AJCC-Validierungs-
studie zweitwichtigste, prognostische Kriterium für Patienten im Melanomstadium I und II, 
nämlich die Ulzeration, ebenfalls einen Einfluss auf die Tumorangiogenese hat, war bislang 
unklar. Eine erst kürzlich veröffentlichte, klinische Studie an Patienten mit fortgeschrittenem 
Melanomstadium, beschrieb für ulzerierte maligne Melanome ein besseres Ansprechen auf 
die Behandlung mit Interferon-α als für nicht-ulzerierte Primärtumoren (Eggermont et al., 
2008). Da Interferon-α nachweislich auch eine angiogenesehemmende Wirkung besitzt, 
wurde in der Dermatoonkologie seither neben einer veränderten Tumorbiologie auch eine 
stärkere Durchblutung ulzerierter Melanome als mögliche Ursache für dieses Studien-
ergebniss diskutiert. Tatsächlich zeigten ulzerierte Primärtumore in dieser Arbeit einen 
deutlichen Trend für eine gesteigerte Angiogenese gegenüber kleiner 3mm dicken, nicht-
ulzerierten Primärtumoren. Dies zumindest könnte eine Erklärung für das nachweislich 
erhöhte Metastasierungsrisiko ulzerierter maligner Melanome (Reintgen et al., 1992) und die 
damit verbundene Prognoseverschlechterung sein. Um die Rolle der Ulzeration in Bezug auf 
die tumorale Gefäßneubildung abschließend klären zu können, sind weiterführende Analysen 
notwendig.  
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Die von Austin et al. beobachtete Abnahme des rezidivfreien Überlebens mit zunehmendem 
Patientenalter (Austin et al., 1994) ließ sich im Rahmen dieser Arbeit nicht durch einen 
Assoziation des Alters mit der Tumorvaskularisation erklärt. Ebenso wenig spiegelte sich der 
häufig genannte Prognosevorteil des weiblichen Geschlechts (Garbe et al., 1995) in einer 
gegenüber dem männlichen Geschlecht signifikant veränderten Blut- oder Lymphgefäßdichte 
in Primärtumoren oder kutanen Metastasen wider. Auch der prognostisch relevante Faktor 
der Tumorlokalisation (Wong et al., 1991) zeigte immunhistochemisch keine Assoziation mit 
der Tumorvaskularisation primärer und sekundärer Melanomgewebe.  
Somit wiesen die Analysen an Melanommetastasen lediglich für die Eindringtiefe nach 
Breslow und die Ulzeration eine proangiogenetische Aktivität nach. Das Ausmaß der 
Lymphangiogenese zeigte weder in den Melanomfiliae noch in den Primärtumoren eine 
Verbindung mit den untersuchten Faktoren. Inwieweit genetische Faktoren oder der 
Mitoseindex als Biomarker für das Ausmaß der Gefäßneubildung im schwarzen Hautkrebs 
genutzt werden können, müssen weiterführende Studien klären. Bekanntermaßen sind 
Chemotherapeutika besonders effektiv in der Behandlung von schnell proliferierenden 
Tumorerkrankungen, wie beispielsweise einer akuten Leukämie. Angenommen die 
Antiangiogenesetherapie ist analog hierzu vom Ausmaß der Gefäßproliferation abhängig, so 
wäre das Wissen um angiogenesebeeinflussende Faktoren womöglich von therapeutischem 
Nutzen. Dann könnten künftig gezielter jene Patienten in Studien mit Angiogenese-
Inhibitoren aufgenommen werden, die auf Grund einer vermutlich hohen Angiogenese und 
Lymphangiogenese ein besonders gutes Ansprechen auf diese Form der Behandlung 
vermuten lassen. Die prognostisch hochrelevanten Faktoren Tumordicke und möglicherweise 
auch Ulzeration korrelierten zwar mit einer höheren Vaskularisation des Primärtumors, ob 
ein direkter Zusammenhang zwischen der Durchblutung primärer maligner Melanome und 
seiner Metastasen besteht, ließ sich in dieser Arbeit jedoch nicht eruiert. Folglich ist die 
Forschung auf diesem Gebiet noch nicht abgeschlossen. 
 
 
5.3  Antiangiogenesetherapie beim metastasierten malignen Melanom 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte, retrospektive Analyse einer klinischen Phase-II-
Studie an Patienten mit metastasiertem malignen Melanom offenbarte eine Verlängerung des 
mittleren, progressionsfreien Überleben (PFS) von 41 auf 84 Tage unter Kombination der 
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PTK/ZK-Therapie mit Dacarbazin (DTIC). Ob es sich hierbei um einen Synergieeffekt 
handelt, ließ sich auf Grund des geringen Patientenkollektivs statistisch nicht untersuchen, 
entsprechende Studien zeigten jedoch Erfolge unter kombinierter Einnahme von Zytostatika 
und Angiogenese-Inhibitoren. Auch am malignen Melanom konnten erste Arbeiten unter 
dieser Kombinationstherapie ein verbessertes Outcome für Patienten nachweisen 
(McDermott et al., 2008). Dieser Therapieerfolg wird vor allem der gleichzeitigen Hemmung 
des Tumorgewebes auf zellulärer und versorgender Ebene zugesprochen. Weitere mögliche 
Ursachen werden in der Literatur kontrovers diskutiert. So wird beispielsweise eine 
gesteigerte Wirksamkeit der Chemotherapie durch den Einfluss von Angiogenese-Inhibitoren 
auf die Vaskularisation des Tumorgewebes vermutet. Die Hemmung der VEGF-
Signalkaskade führe zu einer Normalisierung der Architektur und Permeabilität tumoraler 
Gefäße, und damit auch des intestitiellen Druckes (Jain, 2001). Dieser Prozess, so die 
Annahme, steigere die tumorale Bioverfügbarkeit der Chemotherapie (Tong et al., 2004). Auf 
der anderen Seite wird eine effektivere Hemmung der Angiogenese unter Chemotherapie 
angenommen. So würden durch antineoplastische Substanzen neben den Tumorzellen auch 
die Endothelzellen am Wachstum gehindert werden. Die dabei auf tumorversorgende 
Endothelzellen antiapoptotisch wirkende VEGF-Signalkaskade, welche normalerweise unter 
Chemotherapie gesteigert ist, werde wiederum durch die Angiogenese-Inhibitoren 
unterbunden (Tran et al., 2002). Zusammenfassend wird also eine gegenseitige 
Wirkverstärkung beider Medikamentengruppen vermutet.  
In der Monotherapie haben selektive Angiogenese-Inhibitoren bisher jedoch weder das 
Gesamtüberleben noch das progressionsfreie Überleben von Tumorpatienten signifikant 
verlängern können. Somit ist anzunehmen, dass Tumoren wie das maligne Melanom über 
Escapemechanismen verfügen, die eine Zunahme der Gefäßneubildung und folglich auch der 
Tumormasse selbst unter angiogenesehemmender Behandlung ermöglichen. Auch das im 
Rahmen dieser Arbeit untersuchte Metastasengewebe aus Studienarm A zeigte nach 57 
Behandlungstagen trotz täglicher Einnahme von 1250mg PTK/ZK immunhistologisch eine 
höhere Gefäßdichte als das vor Therapiebeginn untersuchte Tumorgewebe. Analog hierzu 
zeigten sich weder klinisch noch histologisch Hinweise auf eine Regression der Tumormasse. 
Interessanterweise wies die Analyse der VEGF-Plasmakonzentrationen mit Hilfe spezifischer 
Immunoassays auf einen möglichen Escapemechanismus des schwarzen Hautkrebses hin. So 
war im Blutplasma der beiden monotherapierten Patienten eine deutliche Konzentrations-
zunahme an VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D nach 57 Tagen reiner Antiangiogenesetherapie 
festgestellt worden. Das maligne Melanome vermehrt proangiogenetische Wachstums-
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faktoren sezernieren (Graeven et al., 1999) und dies wiederum die Gefäßdichte, das 
Tumorwachstum und die Metastasierung steigert (Claffey et al., 1996), ist ebenso hinlänglich 
bekannt, wie die damit einhergehende Prognoseverschlechterung (Brychtova et al., 2008). 
Aber auch über den Aspekt der Gefäßneubildung hinaus scheinen diese Wachstumsfaktoren 
wichtig für die Progression metastasierter maligner Melanome zu sein. So stabilisiere VEGF 
bereits bestehende Endothelzellen durch Induktion der Bcl-2-Expression (Nor et al., 1999) 
und stimuliere Melanomzellen mittels so genannter „autokrine loops“ (Liu et al., 1995). In 
diesem Zusammenhang zeigte eine erst kürzlich veröffentlichte Arbeit ein schlechteres 
Therapieansprechen von Patienten, deren Melanomzellen eine erhöhte VEGF-3-Rezeptor-
Dichte aufwiesen (Mouawad et al., 2009).  
Somit liegt die Vermutung nahe, dass Melanomfiliae im Rahmen dieser Studie mit einer 
kompensatorisch gesteigerten VEGF-Sekretion auf die aushungernde Wirkung des 
Angiogenese-Inhibitors PTK/ZK reagierten. Hypoxie als Trigger dieser Reaktion ist 
wahrscheinlich. Auch der hemmenden Wirkung von PTK/ZK auf die Lymphangiogenese 
scheint auf Grund erhöhter Plasmaspiegel von VEGF-C und VEGF–D entgegengewirkt 
worden zu sein. Damit wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals ein derartiger Escape-
Mechanismus des malignen Melanoms gegenüber der Antiangiogenesetherapie beschrieben. 
Andere Tumorentitäten, wie beispielsweise das Pankreaskarzinom, zeigten in Studien mit 
Angiogenese-Inhibitoren den selben Resistenzmechanismus (Casanovas et al., 2005).  
In den letzten Jahren haben Untersuchungen auf diesem Gebiet eine Vielzahl weiterer, 
tumoraler Resistenzmechanismen auf unterschiedlichsten Ebenen zu Tage gebracht. So 
wurde neben VEGF auch eine gesteigerte Expression anderer proangiogenetischer Faktoren, 
wie beispielsweise bFGF und SDF-1 unter angiogenesehemmender Therapie beobachtet 
(Batchelor et al., 2007). Darüber hinaus wurden Alternativmechanismen wie Vaskulogenese 
(Ding et al., 2008), „vessel cooption“ (Holash et al., 1999) und „vascular mimicry“ (Maniotis 
et al., 1999) in Tumoren beschrieben, welche eine angiogeneseunabhängige Tumoraus-
breitung ermöglichen sollen. Auch tumorangrenzende Zellen wie Fibroblasten (Orimo et al., 
2005) und Makrophagen (Sica et al., 2008) scheinen in Interaktion mit Tumorzellen die 
Vaskularisation positiv zu beeinflussen. Das diese Resistenzmechanismen von klinischer 
Relevanz sind, wird an Hand von Studien deutlich, in denen Tumoren auf Angiogenese-
Inhibitoren sogar mit einer Progression auf Grund reaktiv gesteigerter Angiogenese 
reagierten (Loges et al., 2009).  
Vor dem Hintergrund der Fülle an möglichen, proangiogenetischen Resistenzmechanismen 
ist die verminderte Wirksamkeit des Tyrosinkinaseinhibitors PTK/ZK in Monotherapie 
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vermutlich nicht allein auf eine gesteigerte VEGF-Sekretion zurückzuführen. So zeigten 
Melanomzelllinien in experimentellen Studien ebenfalls eine vermehrte Expression weiterer, 
proangiogenetischer Wachstumsfaktoren wie beispielsweise bFGF (Westphal et al., 2000). 
Eine umfassende Analyse hinsichtlich der genauen Resistenzantwort maligner Melanome auf 
antiangiogenetische Wirkstoffe wäre von großem Interesse um zukünftig die Targeted-
Therapie gezielter danach ausrichten zu können. 
Erstaunlicherweise zeigte das Metastasengewebe der drei Patienten aus Studienarm B unter 
Hinzunahme von Dacarbazin nach 57 Behandlungstagen keine histologischen Zeichen einer 
vermehrten Vaskularisation. Die Vermutung, dass Dacarbazin hemmend auf antiangiogene-
tische Escapemechanismen der Melanommetastasen wirken könnte, wurde durch die 
Ergebnisse der Plasmaanalyse unterstützt. So wies lediglich ein Patienten dieses 
Studienarmes eine vermehrte Plasmakonzentration an VEGF-A, VEGF-C und VEGF–D 
unter dieser Kombitherapie auf. Im Plasma der beiden anderen Patienten blieb die VEGF-A-
Konzentration sogar unterhalb der Nachweisgrenze. Für VEGF-C und VEGF-D war darüber 
hinaus eine Abnahme der Plasmakonzentration zu verzeichnen. Möglicherweise ist die 
verminderte VEGF-Expression auf die zytostatische Wirkung von Dacarbazin 
zurückzuführen. In jedem Fall machen die Ergebnisse aus Studienarm B aber deutlich, dass 
eine Kombination von Angiogenese-Inhibitor und Chemotherapeutikum effektiver die 
Gefäßneubildung und somit auch die Progression der Melanomerkrankung hemmt. 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, nach Biomarkern zu fahnden, die helfen das Ansprechen von 
Angiogenese-Inhibitoren vor Therapie individuell besser vorhersagen und unter Therapie 
besser beurteilen zu können. Auf Grund der Erkenntnisse im Rahmen dieser Arbeit stellt sich 
die Frage, welche Bedeutung die VEGF-Plasmakonzentration als prognostischer Biomarker 
haben könnte. Faktisch hängt das Ansprechen einer Targeted-Therapie entscheidend vom 
Ausmaß der Expression seines Targets ab. Demzufolge könnte ein erhöhter VEGF-Plasma-
spiegel vor Therapiebeginn, ähnlich wie eine hohe HER-2-Expression bei der Behandlung 
eines Mammakarzinoms mit dem Antikörper Trastuzumab (Vogel et al., 2002), auf ein gutes 
Ansprechen gegenüber VEGF-Antikörpern hindeuten. Auf der anderen Seite könnte eine 
Zunahme der VEGF-Plasmakonzentration unter Antiangiogenesetherapie hinweisend auf ein 
gesteigertes Resistenzverhalten der Melanommetastasen und somit auf ein Versagen der 
bisherigen Behandlung sein. Diese Annahmen konnten bisher jedoch nur in wenigen Studien 
bestätigt werden. So zeigten Patienten mit initial hoher VEGF-Plasmakonzentration in einer 
Publikation zum kleinzelligen Bronchialkarzinom zwar tatsächlich ein besseres Therapie-
ansprechen unter Hinzunahme von Bevacizumab, jedoch keine Verlängerung des 
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Gesamtüberlebens (Dowlati et al., 2008). In einer klinischen Studie an Patientinnen mit 
metastasiertem Mammakarzinom hingegen war das progressionsfreie Überleben bei initial 
hohem VEGF-Plasmaspiegeln unter angiogenesehemmender Behandlung sogar verkürzt 
(Burstein et al., 2008). Zusätzlich zur inhomogenen Datenlage ist zu bedenken, dass 
Angiogenese und Lymphangiogenese ebenso wie Tumorprogression von einer Vielzahl von 
Faktoren abhängen. Darüber hinaus ist die quantitative Analyse der VEGF-Plasma-
konzentrationen bisher wenig standardisiert. Die womöglich aussagekräftigere Analyse 
VEGF-angefärbter Schnittpräparate von Melanommetastasen unter Antiangiogenesetherapie 
ist für die Verlaufsbeobachtung und Nachsorge jedoch ungeeignet. 
Das Fehlen nennenswerter, PTK/ZK-induzierter Nebenwirkungen in der Follow-Up-
Dokumentation dieser Studie weist auf einen potentiellen Vorteil von Angiogenese-
Inhibitoren hin. Das gegenüber Chemotherapeutika sichtlich geringe Nebenwirkungsprofil 
lässt sich vermutlich durch das Wirkprinzip dieser Targeted-Therapie erklärt. So hemmen 
Angiogenese-Inhibitoren wie PTK/ZK lediglich die Neubildung von Gefäßen. Hierbei 
handelt es sich um einen biologischer Prozess, welcher abgesehen von Wundheilung für den 
menschlichen Organismus von sehr untergeordneter Bedeutung ist. Nachteil dieser 
spezifischen Wirkung von Angiogenese-Inhibitoren ist jedoch, dass bereits in den Tumor 
eingewachsene Gefäßkapillaren und somit das durch sie versorgte Melanomgewebe 
vermutlich nicht inhibiert werden. Welche klinische Bedeutung dies hat, wurde im Rahmen 
dieser Antiangiogenesestudie deutlich. So konnte weder in Studienarm A noch in Studienarm 
B eine Tumorregression auf klinischer oder histologischer Ebene nachgewiesen werden. Die 
Indikation zur Antiangiogenesetherapie sollte somit primär palliativ motiviert sein. Eine 
„Umwandlung“ fortgeschrittener Melanomstadien in chronische, langsam progrediente 
Krankheitsbilder im Sinne einer palliativen Behandlung ist vermutlich das primär durch 
Angiogenese-Inhibitoren anzustrebende Ziel. 
 
 
5.4  LYVE-1 positive Makrophagen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit fielen im tumorangrenzenden Gewebe gehäuft LYVE-1-positive 
Zellen auf, die im Weiteren als CD-68-positive Makrophagen identifiziert werden konnten. 
Hiermit tat sich eine interessante Nebenbeobachtung auf, da aktuelle Publikationen auch am 
malignen Melanom LYVE-1-positive Makrophagen mit erhöhter tumoraler Angiogenese und 
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Lymphangiogenese in Zusammenhang bringen (Schledzewski et al., 2006). Das 
Makrophagen proangiogenetische Zytokine sezernieren können, ist zwar bekannt (Mantovani 
et al., 2002), neuere Studie zeigten jedoch speziell für LYVE-1-positive Makrophagen ein 
besonders hohes proangiogenetische Potential durch Aktivierung des VEGF-VEGFR2-
Systems sowie durch Sekretion angiogeneserelevanter Metalloproteasen (Cho et al., 2007). 
Wie schon zuvor erwähnt, könnten diese Gewebezellen somit eine wichtige Rolle im Rahmen 
der Escapemechanismen von Melanommetastasen gegenüber Angiogenese-Inhibitoren wie 
PTK/ZK spielen und demzufolge ein weiteres potentielles Angriffsziel der angiogenese-
hemmende Therapie darstellen. 
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6.  Zusammenfassung und Ausblick 
 
Bisher haben klinische Studien mit Angiogense-Inhibitoren keinen entscheidenden Vorteil 
für Patienten mit metastasiertem malignen Melanom erbringen können. Ziel dieser Arbeit 
war es, mit Hilfe grundlegender Analysen das therapeutische Potential dieser neuen 
Therapieform zu hinterfragen und nach möglichen Ursachen für die fehlende Wirksamkeit zu 
suchen.  
Hierzu wurde der Fokus erstmals auf die Metastasen des malignen Melanoms gerichtet. Dank 
spezifischer Antikörper konnte die Bedeutung der Angiogenese und Lymphangiogenese für 
kutane Melanomfiliae immunhistochemisch untersucht und mit anderen Gewebeentitäten 
verglichen werden. Die computerassistierte Auswertung offenbarte für Melanommetastasen 
ebenso wie für primäre maligne Melanome eine gegenüber gesunder Haut signifikant 
gesteigerte Gefäßneubildung und bescheinigt Angiogenesehemmern damit einen hohen 
potentiellen Nutzen.  
Weshalb Patienten im fortgeschrittenen Melanomstadium bisher jedoch nicht von dieser 
Therapieform profitieren, wurde möglicherweise durch die in dieser Arbeit dargestellte 
Auswertung einer Phase-II-Studie mit dem Angiogenese-Inhibitor PTK/ZK beantwortet. 
Hierbei wiesen beide monotherapierten Patienten im Melanomstadium IV aus Studienarm A 
nach 57 Behandlungstagen eine Zunahme der VEGF-A, VEGF-C und VEGF-D 
Plasmakonzentration auf. Unter Kombination mit dem Chemotherapeutikum Dacarbazin in 
Studienarm B konnte dies nur bei einem von drei Patienten beobachtet werden. Dazu waren 
das mittlere, progressionsfreie Überleben in Studienarm A erniedrigt und die Gefäßdichte 
nach 57 Behandlungstagen sogar erhöht. Dies deutet auf einen womöglich durch Hypoxie 
getriggerten Escapemechanismus durch vermehrte Sekretion proangiogenetischer Wachs-
tumsfaktoren hin, welcher unter Chemotherapie negativ beeinflusst wird. 
In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass Angiogenese-Inhibitoren eine 
klare Berechtigung in der Entwicklung neuer Behandlungsmethoden bei metastasierten 
malignen Melanomen besitzen. Die Entfaltung ihres Potentials wird jedoch von einem 
komplexen Zusammenspiel unterschiedlicher Faktoren beeinflusst, welches noch genauer 
verstanden werden muss. Die Zukunft einer wirksamen Antiangiogenesetherapie ist aus den 
Erkenntnissen dieser Arbeit zu möglichen Restistenzmechanismen vermutlich in einer 
Kombination mit effektiven Chemotherapeutika zu sehen. 
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